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 i 
Résumé 
 La génération des cellules hématopoïétiques, aussi connue sous le nom 
d'hématopoïèse, est contrôlée par l’activité conjuguée de facteurs de transcription lignée-
spécifiques permettant l’expression, en temps et lieu, de gènes spécifiques nécessaires pour le 
développement cellulaire. Dans le cadre de notre étude, nous avons étudié les facteurs de 
transcription KLF2 et KLF4 qui jouent des rôles cruciaux dans la formation des lymphocytes 
B et T. KLF2 et KLF4 activent la transcription de gènes spécifiques via leur interaction avec 
le co-activateur (CBP). Leurs interactions avec CBP requièrent le domaine de transactivation 
(TAD) qui est localisé dans la région N-terminal des facteurs KLF2 et KLF4. 
 Des études préalables ont montré que des domaines TAD sont aussi présents chez la 
protéine suppresseur de tumeur p53 et que ces domaines sont requis pour les interactions entre 
la protéine p53 et le co-activateur CBP. Récemment, plusieurs structures des TADs de p53 en 
complexe avec les domaines TAZ2 et KIX de CBP ont permis de démontrer que ces TADs 
sont de nature acide et contiennent un motif ΦΧΧΦΦ crucial pour la formation des 
interactions. De plus, il s’avère que ces TADs sont similaires aux TADs de KLF2 et KLF4. 
 L’étude présentée dans ce mémoire relate la caractérisation structurelle et fonctionnelle 
des interactions formées par les facteurs de transcription KLF2 et KLF4 avec leur partenaire 
d'interaction, CBP, pour activer la transcription de gènes spécifiques. Nos analyses ont été 
faites en utilisant différentes techniques telles que le titrage calorimétrique isotherme (ITC), la 
résonance magnétique nucléaire (RMN) ainsi que des expériences de transactivation chez la 
levure. Notre étude permet une meilleure compréhension des rôles opposés mais 
complémentaires qu'ont les protéines KLF2 et KLF4 au cours du développement et de la 
différentiation des lymphocytes B et T en plus de fournir les détails mécanistiques à la base de 
leurs interactions. Ces informations seront potentiellement utiles pour le développement 
d'outils à des fins thérapeutiques dans le cadre des leucémies, notamment. 
 
Mots-clés : Facteur Kruppel-like (KLF), protéine se fixant au CRE (CBP), titrage 
calorimétrique isotherme (ITC), résonance magnétique nucléaire (RMN), interaction protéine-
protéine, domaine de transactivation, hématopoïèse. 
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Abstract 
 Hematopoietic development is regulated through a combinatorial interplay between 
lineage-specific activators and the general transcription factors that enables cell-specific 
patterns of gene expression. In this study, the transcription factors KLF2 and KLF4 play 
crucial roles in lymphocytes B and T development by activating transcription of specific genes 
through interactions with the co-activator (CBP). These interactions involve the 
transactivation domains (TAD) localized in the N-terminal region of KLF2 and KLF4 factors. 
  Previous studies have shown that TADs are also found in the tumor suppressor protein 
p53 and these TADs are responsible for the interactions between the p53 protein and the co-
activator CBP. Recently, several structures of p53TADs in complex with the TAZ2 and KIX 
domains of CBP have shown that these TADs are acidic and possess a ΦΧΧΦΦ motif crucial 
for the formation of the interaction. Interestingly, these TADs are similar to the ones found on 
KLF2 and KLF4.  
 This thesis provides a structural and functional characterization of the interactions 
formed by the transcription factors KLF2 and KLF4, which have opposing roles, and 
competes for the same interacting partner CBP to activate transcription. The analysis is done 
using isothermal titration calorimetry (ITC), nuclear magnetic resonance (NMR) spectroscopy 
and a yeast activation assay. This study brings a greater understanding on the opposing roles 
yet complementary of KLF2 and KLF4 proteins involved in B and T lymphocytes specific 
lineages selection and also provides information for potential therapeutic research regarding 
disease such as leukemia. 
 
Keywords : Kruppel-like factor (KLF), CREB-binding protein (CBP), protein-protein 
interaction, isothermal titration calorimetry (ITC), nuclear magnetic resonance (NMR), 
hematopoiesis. 
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1. Introduction
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1.1. L’hématopoïèse 
 
 Dans le grec ancien le mot « hématopoïèse » signifie la création du sang dont 
‘haímatos’ fait référence au sang et ‘poíêsis’ à la création. L’hématopoïèse se définit comme 
l’ensemble des processus physiologiques qui assurent la formation et le renouvellement des 
multiples lignées cellulaires constituant le sang. Étant donné que les cellules sanguines ont une 
durée de vie limitée, les processus hématopoïétiques s’effectuent en continue pour un 
approvisionnement constant de nouvelles cellules sanguines à l’embryon en pleine croissance 
et aussi au maintient de l’organisme adulte. On distingue deux type d’hématopoïèses; la 
première, nommée l’hématopoïèse primitive, s’établit au début du développement 
embryonnaire (1). Elle est temporaire et a pour but principal de produire des globules rouges 
pour la distribution de l’oxygène à travers les différents tissus de l’embryon (2). Plus tard 
durant le développement embryonnaire, la deuxième hématopoïèse dite l’hématopoïèse 
définitive prend place (3). Elle est responsable de la production et du renouvellement des 
cellules sanguines chez l’organisme adulte (3). Il faut noter que le mot hématopoïèse employé 
dans ce mémoire fait référence a l‘hématopoïèse définitive. 
 Chez les mammifères l’hématopoïèse se déroule dans différents organes ou tissus tels 
que la vésicule vitelline, le foie et la moelle osseuse (2, 4, 5) et elle produit plus d’une dizaine 
de types cellulaires sanguins. Au quotidien, un adulte génère environ de 1011 cellules pour 
maintenir une population cellulaire conforme à l’homéostasie sanguine (6, 7). L’ensemble de 
ces cellules provient des Cellules Souches Hématopoïétiques (CSH). Grâce à leurs propriétés 
pluripotentes, les CSH sont capables de s’auto-renouveler et de se différencier spécifiquement 
en diverses lignées cellulaires sanguines sous l’influence de facteurs de transcription et de 
gènes (Figure 1). En effet, les facteurs de transcription hématopoïétiques coordonnent la 
différentiation spécifique des CSH en contrôlant la transcription de gènes clés capables 
d’influencer le phénotype cellulaire. Les facteurs de transcription hématopoïétiques ont la 
capacité d’activer ou réprimer la transcription de gènes lors du développement et de la 
différentiation des cellules hématopoïétiques (2, 8, 9). En plus des facteurs de transcription, 
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d’autres effecteurs sont aussi impliqués dans la transcription de gènes. Les détails concernant 
l’action de ces effecteurs sont  présentés ultérieurement.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 4 
 
      
Figure 1 : L’hématopoïèse 
L’hématopoïèse est l’ensemble des processus qui concourent à la formation des cellules 
souches hématopoïétiques, leur maintien, leur différentiation et leur maturation pour 
assurer la production en continue de toutes les lignées cellulaires du tissu sanguin. Le 
schéma ci-dessus montre les différentiations des cellules souches hématopoïétiques en 
cellules sanguines matures. La figure souligne aussi les étapes dans lesquelles les facteurs 
de transcription discutés dans ce mémoire (KLF2 et KLF4) ont une implication 
importante au cours de l’hématopoïèse.  Figure 1 est adaptée de Orkin & Zon (2008) (2). 
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1.1.1. Les Cellules Souches Hématopoïétiques 
 
 Les CSH proviennent de divers tissus tels la moelle osseuse, le sang périphérique et le 
sang présent dans le cordon ombilical (10). Historiquement, la moelle osseuse était considérée 
comme la première source de CSH. En effet, la majorité des CSH se retrouvent dans les tissus 
spongieux des os (11). Récemment, il a été démontré qu’une petite quantité de cellules 
souches hématopoïétiques sont aussi présentes dans le sang périphérique et dans le sang du 
cordon ombilical de nouveaux nés (10). Ces nouvelles sources de CSH ne sont pas 
négligeables et s’avèrent être éthiquement meilleures pour les prélèvements à des fins 
thérapeutiques.  Grâce aux propriétés uniques pluripotentes et d’auto-renouvellement, les CSH 
représentent le pilier de la production des cellules sanguines. Comme évoqué précédemment, 
le tissu sanguin des mammifères contient plus d’une dizaine de types de cellules qui ont des 
rôles distincts. Ces cellules sanguines ont une courte durée de vie et doivent être remplacées 
de manière continue (10, 12). À titre d’illustration, une CSH mère peut effectuer entre 17 et 
19.5 divisions et générer ainsi 170 000 à 720 000 CSH filles (13). Les CSH filles ainsi 
produites peuvent se différencier en plusieurs types de cellules sanguines spécialisées ou 
s’autoprogrammer pour l’apoptose selon les besoins physiologiques de l’organisme (13). 
 Le terme de pilier de la production cellulaire attribué aux CSH est d’autant plus vrai 
car ce sont les seules à posséder les capacités d’auto-renouvellement et de différentiation 
illimitées. Tout autre type cellulaire produit à partir des CSH originales perd progressivement 
ces capacités comme dans un modèle hiérarchique. Les CSH produisent premièrement des 
progéniteurs multipotents qui perdent la capacité d’auto-renouvellement, mais conservent la 
capacité de différentiation illimitée (14-16). Ensuite, les progéniteurs multipotents produisent 
les progéniteurs myéloïdes et les progéniteurs lymphoïdes avec une capacité de différentiation 
limitée à certains types cellulaires seulement. Ces deux progéniteurs produisent les diverses 
cellules observables dans le tissu sanguin et qui sont dépourvues de toute capacité d’auto-
renouvèlement et de différentiation. 
  
1.1.2. Les facteurs de transcription 
  
Les mécanismes physiologiques qui permettent aux cellules souches hématopoïétiques 
de se différencier en cellules sanguines spécialisées sont régulés par des facteurs de 
transcription (FT). De part leur nature, les FT sont des protéines impliquées dans la régulation 
de la transcription de gènes. Une des caractéristiques typiques des FT est la présence de 
domaines de liaison à l’ADN (DBD : DNA-binding domain) (Figure 2) qui permet la 
reconnaissance de séquences d’ADN spécifiques, ciblant ainsi la régulation de gènes 
spécifiques. Certains FT lient la séquence du promoteur de l’ADN pour enclencher la 
formation du complexe d’initiation de transcription. D’autres FT lient directement les 
séquences d’ADN régulatrices des gènes pour stimuler ou réprimer la transcription. Les FT 
présentent aussi des domaines de transactivation (TAD : transactivation domain) (Figure 2) 
qui leurs permettent de se lier à d’autres protéines et de former des complexes d’interactions 
avec d’autres effecteurs de la transcription. Dans de nombreux cas, ces complexes 
d’interactions sont nécessaires à la transcription de gènes. Cependant, le processus de 
différentiation des CSH est un phénomène hautement sophistiqué dans lequel la coopération 
de plusieurs FT est nécessaire pour le bon développement de cellules sanguines à lignée 
spécifique. La coordination et la combinaison unique entre différents FT permettent d’établir 
un parcours de développement physiologique unique qui mène à la maturation de lignées 
cellulaires spécifiques. A titre d’exemple, l’expression des gènes ‘beta-like globin’ est 
entièrement dépendante de l’activation combinée du locus LCR de plusieurs FT (17). 
Parmi les facteurs de transcription connus à ce jour, on distingue les facteurs GATA et 
KLF (Kruppel-Like Factor), qui sont essentiels à la différentiation et à la prolifération des 
CSH. Ces facteurs coopèrent au niveau de la machinerie transcriptionnelle de base (Voir 
section 2) dans le but d’activer les gènes nécessaires au développement hématopoïétique. Les 
facteurs GATA sont une famille de facteurs de transcription (GATA1 à GATA6) dont trois de 
ces membres GATA1, GATA2 et GATA3 sont directement liés à l’hématopoïèse. Les facteurs 
GATA sont des protéines caractérisées par la présence de deux doigts de zincs hautement 
conservés qui constituent les deux DBD, dont un se situe à l’extrémité carboxyle et l’autre à 
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l’extrémité amine de la protéine (18). Il est important de souligner que ces doigts de zincs ont 
des fonctionnalités différentes. La région du doigt de zinc de l’extrémité carboxyle lie les sites 
de consensus GATA (région d’ADN contenant la séquence GATA), alors que la région du 
doigt de zinc de l’extrémité amine interagit avec des partenaires protéines (19, 20). Les 
protéines GATA1, GATA2 et GATA3 sont particulièrement importantes dans les premières 
étapes de la différentiation des CSH (21). Par exemple, l’expression de GATA1 permet aux 
CSH et aux progéniteurs communs myéloïdes et lymphoïdes de s’orienter exclusivement vers 
la différentiation en mégacaryocytes et en érythrocytes (22). Cette orientation induite pas le 
facteur GATA1 est effectuée par l’interaction combinée de ce dernier avec d’autres facteurs de 
transcription (23). Quant à GATA2, ce dernier est requis pour la prolifération et la survie des 
CSH et des progéniteurs hématopoïétiques multipotents (24). Enfin, GATA3 régule la balance 
entre auto-renouvèlement et différentiation au sein des CSH (25). De plus, GATA3 est 
exprimé dans les cellules T en maturation et joue un rôle essentiel dans le développement des 
cellules T (26, 27). 
Tout comme GATA, les KLFs (Kruppel-Like Factors) sont une famille de facteurs de 
transcription (KLF1 à KLF17) impliqués dans la différentiation des lignées cellulaires 
sanguines. Les KLFs sont des protéines caractérisées aussi par la présence de trois domaines à 
doigt de zinc à l’extrémité carboxyle. Ces doigts de zincs constituent le DBD (Figure 2) 
capables de lier les promoteurs de gènes cibles (28). L’extrémité amine contient un à plusieurs 
domaines régulateurs de la transcription (Figure 2), permettant aux KLFs de former des 
interactions avec des partenaires variés pour l’activation ou la répression transcriptionnelle 
(29). Cependant l’analyse fonctionnelle des KLFS a révélé trois type de facteurs; les facteurs 
activateurs (30), les facteurs répresseurs (31) et les facteurs à la fois activateurs et répresseurs 
(28) de la transcription. Par exemple, KLF3, KLF8, KLF9 et KLF12 sont des répresseurs de la 
transcription (32), KLF1, KLF2, et KLF13 sont des activateurs (28) et  KLF4 est à la fois 
activateur et répresseur (32). En outre, l’analyse des relations phylogéniques des KLFs a 
permis de confirmer les relations fonctionnelles regroupant les KLFs en termes d’activateur ou 
de répresseur. Ainsi les KLFs les plus apparentés génétiquement forment des groupes distincts 
(Figure 3). À titre d’exemple, on distingue le groupe phylogénique 1 contenant des facteurs 
répresseurs tels que KLF3, KLF6, KLF8, et KLF12 et le groupe 3 contenant des facteurs 
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activateurs comme KLF1 et KLF2. Les membres des groupes 2 et 4 ne sont pas 
nécessairement les plus apparentés génétiquement d’où leur regroupement séparé, mais on 
retrouve dans ces deux groupes des facteurs à la fois activateur et répresseur tel que KLF5 et 
KLF11. Ceci peut s’expliquer par la structure désordonnée des domaines régulateurs des KLFs 
qui leur confèrent une grande flexibilité de liaison à divers partenaires.  
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 2 : Schémas de l’organisation des différents domaines clés des facteurs de transcription 
KLF et GATA. 
A) Les facteurs KLF possèdent un domaine régulateur (en jaune) et trois domaines à 
doigts de zinc (DZ1, DZ2 et DZ3) (en bleu). B) Les facteurs GATA possèdent deux 
domaines régulateurs (en gris) et deux domaines à doigt de zinc (DZ1 et DZ2) (en rose). 
Ces domaines permettent de moduler la transcription de gènes. 
 
 
 
N CRégulateur Régulateur
N CRégulateur DZ1 DZ2 DZ3
DZ1 DZ2
A) KLF
B) GATA
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Figure 3 : Relations phylogéniques entre les membres de la famille KLF établit par le comité 
de nomenclature des gènes humains. 
Les programmes ClustalX/TreeTop ont été utilisés pour aligner les protéines KLF 
humaines et déterminer leurs liens phylogéniques (KLF14 murin (alias Sp6) est une 
séquence partielle et a été utilisée parce que l’orthologue humain n’est pas disponible). 
KLF1 murin a été inclus dans le but de le comparer au KLF1 humain. Les séquences 
peptidiques complètes ont été utilisées. Les groupes 1 à 4 sont établis sur la base des liens 
d’apparentements. Le groupe 1 contient des facteurs répresseurs et le groupe 3 des 
activateurs. Les membres des groupes 2 et 4 contiennent des facteurs à la fois activateur 
et répresseur. Adapté de James J. Bieker (2001) (28). 
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1.2. Transcription des gènes chez les eucaryotes  
 
 Chez les eucaryotes, la transcription des ARN messagers pour la synthèse de protéines 
est effectuée par l’ARN polymérase II (ARN pol II). La régulation de l’activité de l’ARN pol 
II est étroitement reliée à la coopération de facteurs généraux de transcription, de facteurs de 
transcription et de co-activateurs de facteur de transcription. Cette coopération se déroule tout 
au long du mécanisme de transcription d’ARN qui est divisé en trois étapes séquentielles : 
l’initiation ou la synthèse des premiers nucléotides, l’élongation ou l’allongement de l’ARN 
messager et la terminaison ou le détachement de l’ARN messager et le départ de l’ARN pol II. 
 
1.2.1. Assemblage du complexe de pré-initiation 
 
 Pour la formation du complexe de pré-initiation, l’ARN pol II recoure à six facteurs 
généraux de transcription, TFIIA, TFIIB, TFIID, TFIIE, TFIIF et TFIIH appelés aussi les 
facteurs de transcription de l’ARN pol II (Figure 4). Le début de la formation du complexe de 
pré-initiation est marqué par l’avènement du facteur TFIID (Figure 4B) au promoteur (33, 34). 
Le facteur TFIID lie la boite TATA de l’ADN lorsque celle-ci est disponible par 
l’intermédiaire de sa sous-unité TBP (TATA box-Binding Protein). De plus, le facteur TFIID 
possède des TAF (TBP-Associated Factor) (34) qui permettent de stabiliser son interaction au 
promoteur et de former d’autres interactions avec des facteurs de transcription. Lorsque le 
facteur TFIID est bien en place sur le promoteur, ce dernier recrute les autres facteurs 
généraux de transcription dans la séquence suivante. Ainsi le deuxième facteur recruté est le 
facteur TFIIA (Figure 4C). Le facteur TFIIA lie aussi la boite TATA et le complexe de pré-
initiation par l’intermédiaire du TBP (la sous-unité du premier facteur recruté TFIID). Le 
troisième facteur recruté est le facteur TFIIB qui permet la localisation du site d’initiation de 
la transcription. Par la suite, la polymérase associée à TFIIF (Figure 4D) rejoint le complexe 
de pré-initiation (35), favorisant le recrutement du quatrième facteur TFIIF au complexe de 
pré-initiation et aussi l’attachement de l’ADN à l’ARN pol II (36). A cet effet, le cinquième 
facteur TFIIE rejoint le complexe et lie la polymérase favorisant le recrutement du sixième 
facteur TFIIH (Figure 4D) qui est impliqué dans l’initiation et l’élongation de la transcription 
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(37-39). Le facteur TFIIH a des propriétés enzymatiques d’hélicase et de kinase qui permettent 
la détorsion de la double hélice d’ADN au niveau de la région du promoteur, donnant ainsi à 
l’ARN pol II l’accès à l’ADN simple brin codant. La combinaison de l’ARN pol II et de ces 
six facteurs de transcription forme le complexe de pré-initiation. Ce complexe sert alors de 
plateforme d’accrochage pour les facteurs de transcription activateurs ou inhibiteurs de 
l’expression des gènes. L’initiation se termine avec la dissociation de certains facteurs du 
complexe de pré-initiation tels que les facteurs TFIIB, TFIIE, TFIIF et TFIIH permettant ainsi 
le déroulement de l’élongation. De même que pour l’initiation, des facteurs d’élongations sont 
nécessaires à la transcription du gène. L’ARN pol II recrute ces facteurs et transcrit le gène en 
aval de la séquence d’ADN du gène. À la fin de l’élongation et donc de la transcription du 
gène, des régions riches en adénines sur le brin d’ADN signal la terminaison. Suite à cela, 
l’ARN pol II se détache, mettant ainsi fin à la transcription.   
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Figure 4 : Représentation schématique simplifiée de la formation du complexe de pré-
initiation au promoteur. 
Les facteurs de transcription généraux localisent le promoteur et l’ARN pol II se lie a 
eux pour former le complexe de pré-initiation de la transcription. Adapté de Boundless 
(2016) (40). 
 
A
B
C
D
 13 
 
 
  
1.2.2. Les activateurs ou répresseurs et les co-activateurs de la 
transcription.  
  
 Les cellules ont besoin de la machinerie transcriptionnelle pour transcrire les gènes et 
assurer les processus physiologiques nécessaires à leur bon fonctionnement. Néanmoins, la 
sélection de gènes spécifiques à transcrire selon l’espace-temps est gouvernée par les facteurs 
de transcription clés. Par exemple, ces facteurs lient des séquences précises de l’ADN pour 
recruter des co-activateurs. Les co-activateurs sont des éléments très importants qui lient la 
machinerie transcriptionnelle et qui assurent son assemblage. Comme souligné 
antérieurement, les facteurs de transcription sont des protéines possédant deux domaines 
d’interactions. Les DBD lient des régions spécifiques de l’ADN et les domaines régulateurs 
tels que les domaines d’activation de la transcription (TAD) forment des réseaux de 
complexes d’interactions avec d’autres partenaires comme les co-activateurs. À ce jour, de 
nombreux types de DBD tels que les types doigts de zinc, hélice-tour-hélice et glissières à 
leucine sont connus pour interagir avec l’ADN. Concernant les TAD, ces derniers sont 
regroupés en catégories basées sur leurs séquences en acides aminés (41, 42). Il existe des 
TAD riches en proline, riches en glutamine, riches en serine-thréonine et riches en acides 
aminés acides. Des travaux de recherches ont démontré que plusieurs éléments, tels que les 
facteurs généraux de transcription (TBP, TFIIB, TFIIH) (43-46) et les histones 
acétyltransferases (CBP/p300) (47-49) interagissent avec les TAD et que ces interactions sont 
vitales  pour la régulation de la transcription. L’altération de ces interactions a été associée à 
plusieurs maladies chez l’humain, notamment les leucémies myéloïdes aiguës (AML) (50). De 
même, des formes mutantes des facteurs de transcription de type GATA ont été associées à 
des maladies tels que les thalassémies (51) et les thrombocytopenie (52). 
 
 Les TAD de types acides sont particulièrement présents chez les facteurs de 
transcription à caractère oncogénique et les facteurs de transcription de virus oncogènes, telles 
que la protéine suppresseur de tumeur p53 et la protéine du virus de l’herpès VP16 (53). Les 
TAD acides ont des séquences répétitives d’acides aminés acides qui leur confèrent une 
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structure tridimensionnelle désordonnée. Les TAD ne sont pas structurés à l’état libre, mais 
une fois liés à leurs partenaires, ils adoptent une structure ordonnée. En effet, les protéines à 
régions désordonnées sont nombreuses chez les eucaryotes (54). Ces régions désordonnées 
s’avèrent être un bénéfice stratégique car elles permettent aux protéines de former des 
interactions avec plusieurs autres partenaires et même de subir aisément des modifications 
post-traductionnelles pour moduler leurs activités. Parmi les interactions des facteurs de 
transcription à TAD acides, on peut noter les interactions avec les co-activateurs de 
transcription. Les co-activateurs sont incapables de se lier à l’ADN et pourtant ces derniers 
jouent un rôle crucial dans la transcription de gènes. Ces derniers lient l’ADN par 
l’intermédiaire des facteurs de transcription. Certains co-activateurs agissent au niveau de la 
machinerie transcriptionnelle de base, tels que les complexes médiateurs, et d’autres 
participent à la modification de la chromatine, tels que les complexes HAT (Histone Acétyl 
Transférases).  
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1.2.3. L’histone acétyle transférase : CREB-Binding Protein (CBP) 
  
  La détorsion du double brin d’ADN lors de 
la transcription est souvent associée à une hyper-acétylation des histones par les enzymes 
histones acétyltransférases tel que le co-activateur CBP permettant à l’ARN pol II d’accéder 
au brin d’ADN (55). La protéine-enzyme CBP est abondamment exprimée et elle interagit 
directement avec les facteurs généraux de transcription tels que TFIIB, la sous-unité TBP de 
TFIID et l’ARN pol II (56-58). En d’autres termes, CBP est un centre d’accueil qui permet 
l’interconnexion de plusieurs effecteurs transcriptionnels y compris les facteurs de 
transcription à la machinerie de base. A ce propos, il a été démontré que le TAD de la protéine 
suppresseur de tumeur p53 interagit directement avec CBP et cette interaction est à l’origine 
de l’activation de p53 qui permet par la suite d’enclencher le mécanisme d’apoptose (59).  
 
 De même, de nombreux facteurs de 
transcription hématopoïétiques, tels que GATA-1, GATA-2, PU.1, KLF2 et KLF4 sont 
acétylés par CBP (60-64) et cette acétylation est critique car elle permet l’activation de ces 
facteurs pour la transcription de gènes. Ainsi, il a été démontré que toute altération touchant 
CBP affecte négativement la capacité des cellules à proliférer et ou à survivre (65). Par 
conséquent, CBP représente un co-activateur crucial de la transcription de gènes et 
inévitablement de la régulation de l’hématopoïèse. Il demeure encore de l’information 
supplémentaire à rechercher pour caractériser le rôle central de CBP dans la transcription 
malgré les connaissances acquises à ce jour sur les mécanismes d’interactions de CBP avec 
divers facteurs de transcription.   
 
 
 
  
   
 
 16 
 
 
 
 
 
1.3. Les Lymphocytes et les facteurs de transcription 
Kruppel-Like 
 
1.3.1. Les lymphocytes B et les lymphocytes T 
 
 La leucopoïèse est le processus hématopoïétique qui désigne la différentiation des CSH 
en lymphocytes B et lymphocytes T. Les lymphocytes B et T, ou cellules B et T, proviennent 
tous deux des progéniteurs lymphoïdes communs (Figure 1) et jouent le même rôle d’agents 
immunitaires. Les modes d’action des cellules B et des cellules T sont différents mais 
complémentaires. Les lymphocytes T tuent les cellules infectées tandis que les lymphocytes B 
produisent des protéines qui reconnaissent et signalent la présence de corps étrangers (66, 67). 
De ce fait, on distingue deux types de réponses immunitaires. D’une part la réponse 
immunitaire humorale spécifique assurée par les cellules B et d’autres part la réponse 
immunitaire cellulaire spécifique assurée par les cellules T (68, 69). 
 
  Dans le cas de la réponse immunitaire humorale spécifique, les cellules B produisent 
des immunoglobulines de l’immunité nommées anticorps lorsque ces dernières sont en 
circulation libre dans le sang et BCR (récepteur des cellules B) lorsque ces immunoglobulines 
sont rattachées à la surface membranaire des cellules B (68, 70). Les anticorps et les BCR 
possèdent des régions hypervariables qui constituent des sites de liaison à l’antigène. Ainsi par 
le biais des anticorps qui reconnaissent spécifiquement les antigènes, les cellules B sont 
capables de neutraliser les agents pathogènes circulant dans le sang. Il faut noter que chaque 
cellule B produit un seul type d’anticorps ou BCR (68). De ce fait, lors de l’infection par un 
agent pathogène, l’anticorps ou le BCR qui est complémentaire à la séquence peptidique de 
l’antigène est produit en grande quantité favorisant l’élimination rapide de l’agent pathogène. 
La spécificité de l’anticorps ou BCR produit est directement lié au développement 
hématopoïétique des lymphocytes B et cela très tôt au cour du développement (68). Par 
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conséquent, un développement hématopoïétique adéquat des cellules B est crucial pour assurer 
l’efficacité du système immunitaire et sa capacité à reconnaître différents corps étrangers.  
 
 
  Dans le cas de la réponse immunitaire cellulaire spécifique, les cellules T présentent 
des complexes moléculaires appelés TCR (Récepteur des cellules T) à la surface de la 
membrane cellulaire (69, 71). Les TCR permettent aux cellules T de reconnaitre des fragments 
d’antigènes à la surface membranaire de cellules infectées ou de cellules cancéreuses et de les 
détruire. De même que les cellules B, une cellule T produit un seul type de TCR en plusieurs 
exemplaires à sa surface membranaire et la spécificité du TCR produit est directement liée au 
développement des lymphocytes T (69). Tout comme les cellules B, la sélection du type de 
TCR exprimé par une cellule T s’effectue au début de la maturation. D’où l’importance encore 
une fois d’un développement hématopoïétique approprié pour un système immunitaire efficace 
contre les pathogènes. Comme évoqué précédemment, les cellules B et les cellules T 
collaborent pour protéger l’organisme de l’invasion des corps étrangers et ces derniers sont 
responsables de l’immunité acquise (72). L’immunité acquise est celle développée au cours de 
la vie de l’organisme. Il existe trois types de cellules T à savoir les cellules T killer, les 
cellules T suppresseur et les cellules T helper. Les cellules T helper stimulent la prolifération 
de cellules B et aussi l’activation des cellules T en cellules T killer (73). Les cellules T helper 
stimulent la prolifération de la cellule B ayant un anticorps complémentaire à l’antigène du 
pathogène. Cela permet de produire une grande quantité d’anticorps spécifiques ciblés contre 
le pathogène. La figure qui suit est un résumé de la coordination des cellules B et des cellules 
T dans l’immunité acquise.  
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Figure 5 : Mécanismes généraux de l’immunité acquise. 
Une cellule T lie l’antigène présent à la surface cellulaire d’une cellule infectée, dans ce 
cas un macrophage. Cette liaison active la cellule T qui produit alors des cytokines. Les 
cytokines stimulent la formation de cellule T killer pour la réponse immunitaire 
cellulaire spécifique et la production d’anticorps par les cellules B pour la réponse 
immunitaire humorale spécifique. Adapté de Pearson Education (74) 
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1.3.2. Les facteurs Kruppel-Like dans le développement des 
lymphocytes. 
 
 En allemand, le mot « Kruppel » peut être défini comme la déformation. Chez la 
drosophile, le processus de développement s’effectue par la segmentation du corps de 
l’embryon en plusieurs compartiments le long de l’axe antéro-postérieur (75). Cette 
segmentation cause en quelque sorte une déformation de l’embryon, d’où le gène responsable 
a été nommé Kruppel pour déformation (76, 77). C’est ainsi qu’un groupe de gènes impliqués 
dans le développement de l’embryon humain a été nommé ‘Kruppel-like Factor’ (KLF) ou 
facteur ressemblant à Kruppel en référence aux gènes de développement chez la drosophile. 
Tel que mentionné précédemment, les facteurs KLFs sont une famille de facteurs de 
transcription (KLF1 à KLF17) (78) impliqués dans plusieurs processus cellulaires tels que la 
prolifération, la différentiation, l’inflammation et le développement tissulaire et caractérisés 
par la présence d’un DBD et d’un domaine régulateur TAD (79). Dans l’optique de cette 
étude, nous décrirons seulement les facteurs KLF2 et KLF4 ainsi que leurs rôles dans le 
développement des lymphocytes B et des lymphocytes T. 
 La protéine KLF2 est exprimée au cours du développement des lymphocytes T matures 
dans le thymus (80, 81) et permet aussi la recirculation des lymphocytes T à travers les tissus 
lymphoïdes secondaires (80). De plus, le facteur KLF2 est surexprimé dans les lymphocytes T 
en maturation de type CD4+ et CD8+ et est également exprimé dans les cellules T naïves 
périphériques. À ce jour, les mécanismes induisant l’expression de KLF2 lors du 
développement des lymphocytes T ne sont pas bien connus. De même, des études ont 
démontré que lors du développement des lymphocytes B, le facteur KLF2 est surexprimé sous 
l’influence de signaux activant les récepteurs des cellules pre-B (BCR). En revanche, le 
facteur KLF2 est inhibé lorsque les récepteurs BCR reçoivent des signaux dictant la  
maturation des cellules (81).  
 Dans cette même perspective, la protéine KLF4 est exprimée dans les cellules pre-B-I, 
les étapes des petites cellules pre-B-II et les cellules B naïves lors du développement des 
lymphocytes B dans la moelle osseuse (82, 83). Une fois les lymphocytes B activés, 
l’expression du facteur KLF4 s’estompe (83, 84). En revanche, le facteur KLF4 est exprimé de 
nouveau dans les cellules B à mémoires avec un niveau d’expression relativement faible 
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comparé à celui observé dans les cellules B naïves (85). Tout comme le facteur KLF2, le 
facteur KLF4 participe au développement et à la différentiation des cellules T. Des études in 
vitro ont démontré que le facteur KLF4 est impliqué dans la différentiation des cellules T de 
type Th17 CD4+  qui sont essentiels à l’élimination de certains types de bactéries 
extracellulaires (86, 87). 
 Cependant, il est intéressant de noter qu’il existe des liens parallèles entre le mode 
d’expression générale et les mécanismes de régulations des facteurs KLF2 et KLF4 chez les 
lymphocytes B et les lymphocytes T. En outre, KLF2 et KLF4 semblent avoir des fonctions 
antagonistes dans le cas de l’activation des lymphocytes B et des macrophages (Figure 6). A 
cet égard, on observe que le niveau du facteur KLF4 est très augmenté dans la première étape 
du développement des précurseurs lymphoïdes, mais diminue significativement lors de la 
maturation de ces précurseurs en lymphocytes B (83). Ceci contraste radicalement avec le 
facteur KLF2 dont les niveaux d’expression sont minimes lors de la première étape du 
développement des précurseurs lymphoïdes mais augmentent de manière notoire lors de la 
maturation de ces précurseurs en lymphocytes B (88, 89).  
 Dans la lignée des macrophages, le facteur KLF4 est un régulateur critique de leur 
activation de par son habilité à coopérer avec le facteur-κΒ nucléaire (ΝF-κΒ) dans le but 
d’élever le taux d’éléments nécessaires à l’activation des macrophages, particulièrement NOS 
(Oxyde Nitrique Synthase) (90-92). Contrairement au facteur KLF4, le facteur KLF2 prévient 
l’activation des macrophages en inhibant les fonctions de ΝF-κΒ par son habilité à recruter et 
à séquestrer l’histone- acétyle transférase CBP (93, 94). Compte tenu des rôles opposés des 
facteurs KLF2 et KLF4, il se peut que ces deux derniers compétitionnent pour l’interaction 
avec des partenaires. Cette compétition permettra ainsi aux deux facteurs KLF2 et KLF4 de 
contrôler la sélection de lignées cellulaires spécifiques en temps et lieux appropriés et CBP 
pourrait être l’un de ces partenaires (94-96) . 
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Figure 6 : Modèle proposé de la compétition entre les facteurs de transcription KLF2 et KLF4 
pour la liaison au co-activateur CBP lors de la maturation des cellules B et l’activation des 
macrophages. 
Sur le modèle de gauche, KLF2 séquestre CBP grâce aux interactions de son TAD acide 
et bloque ainsi l’acétylation de KLF4 par CBP, engendrant la maturation des cellules B 
et l’inhibition de l’activation des macrophages. Sur le modèle de droite, KLF4 séquestre 
CBP grâce aux interactions de son TAD causant ainsi l’acétylation de KLF4 par CBP, 
l’activation des macrophages et l’inhibition de la maturation des cellules B.     
 
 
 
 22 
 
1.3.3. Le facteur KLF4 
 Le premier homologue de KLF4 a été découvert chez la souris. Cependant, de 
nombreux noms ont été utilisés pour l’identifier à savoir GKLF (Facteur Krüppel-Like 
intestinale) et EZF (doigt de zinc épithéliale) (97, 98). Le facteur KLF4 est une protéine 
d’environ 470 acides aminés dépendamment de l’espèce et elle appartient à la famille des 
facteurs de transcription à doigt de zinc possédant un TAD riche en résidus acides (28) (Figure 
2). Il est intéressant de noter que le facteur KLF4 fait parti des quatre facteurs (Oct3/4, Sox2, 
c-Myc, et KLF4) connus pour induire la formation de cellules souches à partir de cellules 
tissulaires déjà différenciées appelées cellules souches pluripotentes induites (iPSCs) (99). Mis 
à part le nom qui diffère, les iPSCs sont très semblables aux cellules souches embryonnaires 
(ESCs) de par leur morphologie, les gènes exprimés et surtout les capacités d’auto-
renouvellement et de pluripotence (100). Le facteur KLF4 est connu pour son rôle dans la 
différentiation et la prolifération de plusieurs types de lignées cellulaires comme chez les 
lymphocytes comme précédemment évoqué. Cependant, des études récentes ont montré que le 
facteur KLF4 n’est pas seulement impliqué dans les processus hématopoïétiques mais 
également que ce dernier est impliqué au niveau cardiaque. Le facteur KLF4 est exprimé dans 
le cœur et les vaisseaux sanguins (98, 101, 102) où il joue un rôle clé dans le développement et 
la progression des maladies cardiovasculaire (103). L’expression de KLF4 au niveau du cœur 
permet de protéger ce dernier de l’hypertrophie. En effet, l’analyse de cellules cardiaques de 
souris ayant subi l’ablation partielle du gène de KLF4 a révélé une hypertrophie cardiaque 
accélérée provocant un élargissement exacerbé des cellules cardiaques accompagné d’une 
surexpression de gènes cardiaques du fœtus (104, 105). Du point de vue moléculaire, KLF4 
réprime l’expression du co-facteur myocardin qui est responsable de l’activation de la 
transcription des gènes cardiaques fœtaux.    
 De plus, KLF4 est constitutivement exprimé dans les cellules endothéliales (106) où il 
joue un rôle essentiel dans la régulation de l’inflammation vasculaire et la thrombose. En 
conséquence, des cellules endothéliales dépourvues du gène KLF4 sont associées à un 
rehaussement de la formation des lésions athéroscléroses (107). À l’opposé, une surexpression 
du facteur KLF4 dans les cellules endothéliales diminue la formation des lésions 
athéroscléroses (107). Parallèlement, il a été démontré que KLF4 régule la calcification 
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vasculaire en coopérant avec le facteur de transcription Runx2 (108). La calcification 
cardiaque engendre un rétrécissement des valves aortiques due au dépôt progressif de calcaires 
entrainant des complications cardiaque (109). En définitive, le facteur KLF4 est une cible 
potentielle pour le développement thérapeutique visant le traitement des maladies vasculaires 
telles que l’athérosclérose et les resténoses. 
 
1.3.4. Le facteur KLF2 
 Le facteur KLF2 de la famille des Kruppel-Like Factor est une protéine d’environ 350 
acides aminés découvert dans le tissu pulmonaire et nommé ainsi (LKLF) pour Facteur 
Kruppel-Like du poumon (28). Comme le facteur KLF4, le facteur KLF2 est une protéine 
possédant un TAD riche en résidus acides à son extrémité anime et un domaine DBD composé 
de trois doigts de zinc à son extrémité carboxyle (110). Ce dernier est connu pour son rôle 
important dans l’hématopoïèse tel que la différentiation et la maturation des lymphocytes T. A 
ce propos, des études ont démontré que l’action combinatoire des facteurs KLF2 et KLF1 
permet de réguler la maturation des précurseurs érythrocytes (111) et ces derniers lient 
directement le promoteur des gènes humains ϵ and γ-globin pour réguler positivement leur 
expression (112). Il est intéressant de souligner que les séquences DBD des facteurs KLF1 et 
KLF2 sont à 89% similaires (111) et qu’il a été démontré que ces deux facteurs ont des rôles 
semblables et peuvent partiellement se substituer l’un à l’autre (113). Toutefois, l’absence de 
l’un ou de l’autre au sein d’un embryon conduit à des malformations cellulaires létales et une 
ablation total des deux facteurs conduit à la mort rapide de l’embryon (112). 
 D’autre part, le facteur KLF2 est un régulateur important de la physiologie cardiaque 
(114) qui contrôle l’activation endothélial pro-inflammatoire (115). Du point de vue 
physiologique, les cellules endothéliales répondent aux stimuli inflammatoires en induisant 
l’expression de chimiokines et de molécules d’adhésions qui recrutent les cellules 
immunitaires aux parois des vaisseaux sanguins (115). Cette étape prépare l’avènement d’une 
série d’interactions complexes entre cellules immunitaires et non-immunitaires qui dicteront le 
développement et la progression des maladies vasculaires (116). Le facteur KLF2 inhibe 
l’expression de gènes cibles tels que VCAM-1 et E-selectin (117), réduisant ainsi 
l’attachement des cellules immunitaires et favorisant leur migration à la monocouche 
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endothéliale (115). Mécaniquement, le facteur KLF2 séquestre par interaction le co-activateur 
CBP qui représente un élément essentiel pour l’activité optimal du facteur NF-κβ (118, 119). 
En entrant en compétition avec le facteur NF-κβ pour CBP, le facteur KLF2 réduit la 
transcription des gènes VCAM-1 et E-selectin induite par le facteur NF-κβ (117), permettant 
le maintien antithrombotique de la surface endothéliale (115). Le facteur KLF2 induit aussi 
l’expression du facteur de surface cellulaire « TM » (120) dont son interaction avec la 
thrombine participe à l’activation de la protéine C (121). La protéine C est un élément 
indispensable pour l’assemblage du complexe anticoagulant de la surface cellulaire (122). En 
contrôlant l’expression de la protéine C, le facteur KLF2 agit comme un régulateur des gènes 
de coagulations du tissu endothélial. En somme, le facteur KLF2 est capable d’inhiber 
l’inflammation endothéliale en bloquant le mécanisme lié au facteur NF-κβ qui est activateur 
de l’inflammation endothéliale (115, 123). Il permet de recruter les cellules immunitaires au 
tissu endothélial (115) et régule la coagulation du tissu endothélial.  
   
 
 
 
                    
Figure 7 : Représentation schématique des domaines clés de KLF2 et de KLF4.  
Les doigts de zinc (bleu) et les TAD acides (jaune). 
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1.3.5. Le co-activateur CBP  
 À l’origine, le co-activateur CBP a été découvert sur la base de son interaction avec 
CREB (de l'anglais C-AMP Response Element-binding protein) (124). CBP est largement 
exprimé dans le noyau et il est connu pour réguler l’expression de gènes dans plusieurs types 
de cellules en liant des facteurs de transcription. Ce dernier intègre les signaux de facteurs de 
transcription qui se lient et induisent l’expression ou la répression de gènes cibles (65). De ce 
fait, CBP est un régulateur très important de la différentiation cellulaire en favorisant la 
transcription de gènes cibles pour le développement et la maturation de lignées cellulaires 
spécifiques. En effet, des perturbations physiologiques affectant l’expression du gène de CBP 
sont associées à une diminution du nombre de cellules précurseurs hématopoïétiques (125, 
126). Ainsi, des souris ayant subi une ablation des deux allèles du gène de CBP meurent 
pendant le développement embryonnaire à cause de l’apparition de malformations sévères lors 
de l’hématopoïèse primitive, l’hématopoïèse définitive et l'angiogenèse vasculaire (127). 
L’idée la plus importante est que la concentration intracellulaire de CBP limite de nombreux 
processus biologiques. De ce point de vue, un grand nombre de facteurs interagissant avec 
CBP ne seront pas capables d’induire des processus cellulaires (128-130). Partant de ce fait, il 
à été suggéré que CBP pourrait être le pivot de la sélection des lignées cellulaires où 
l’activation d’une lignée par un facteur séquestrant CBP inhibe une autre voie de sélection 
opposée qui aussi nécessite CBP (5). Ce modèle est appuyé par des études démontrant que des 
protéines virales, telle que la protéine EA1, répriment un grand nombre de processus 
hématopoïétiques en séquestrant CBP (130) . 
  
1.3.5.1. Le co-activateur CBP et la protéine p53 
              Précédemment, des études ont démontré que de nombreux complexes 
macromoléculaires tel que CBP requérant des facteurs régulateurs de transcription utilisent les 
régions de protéines intrinsèquement désordonnées pour former leurs interfaces de 
reconnaissance (131-133). La nature désordonnée de ces régions de protéines leur permet de 
s’associer en différents complexes et de subir des modifications post-traductionnelles qui 
pourvoient un mécanisme important de régulation entre différents degrés de complexations 
(134-136). L’exemple classique de ce type d’interaction est celle impliquant le domaine TAD 
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intrinsèquement désordonné de la protéine p53 et les quatre différents domaines de CBP à 
savoir TAZ1 (Transcription Adaptator putative Zinc finger), TAZ2, KIX (Kinase-induced 
Interacting Domain) et IBiD (IRB3 binding Domain) (59, 137, 138) (Figure 8). Les 
interactions des deux sous-domaines de p53 à savoir TAD1 et TAD2 aux quatre domaines de 
CBP sont régulées par la phosphorylation du TAD de p53 (59,137, 138) par CBP même. Des 
études ont également montré que cette phosphorylation a pour but d’activer la protéine p53 qui 
induit l’apoptose en réponse aux signaux de stress cellulaires prévenant ainsi la transmission 
de mutations et le développement de cellules cancéreuses (47, 139). L’activité 
transcriptionnelle de p53 pour sa fonction de protéine suppresseur de tumeur est étroitement 
liée à sa capacité à recruter CBP au promoteur par phosphorylation (139).             
 
 
 
 
 
              
 
 
Figure 8 : Représentation schématique des domaines clés du co-activateur CBP. 
Les domaines (TAZ1) et (TAZ2) en rose sont les doigts de zinc activateurs putatifs de la 
transcription, le domaine (KIX) en violet, le domaine histone acétyl-transférase (HAT) 
en orange et le domaine de liaison d’interféron (IBiD) en vert.   
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1.3.5.2. Les structures de CBP en complexe avec les TADs acides  
  
              Il est maintenant reconnu que CBP se lie aux TAD de plusieurs facteurs de 
transcription pour moduler leur activité par le biais de ses quatre domaines identifiés, TAZ1 
TAZ2, KIX et IBiD (65, 140). Des études précédentes ont déterminé plusieurs structures 
tridimensionnelles des domaines de CBP liés aux TAD (Figure 9). Ainsi, les structures du 
domaine KIX de CBP lié au TAD du facteur de transcription c-Myb (Figure 9A), au TAD du 
régulateur global de transcription MLL (Mixed Lineage Leukemia protein) et au TAD 
(domaine pKID) de CREB (Figure 9B) ont démontré que KIX interagit différemment selon le 
partenaire d’interaction (141-143). Dans le cas du facteur de transcription c-Myb, ce dernier 
forme une structure en hélice-α courbée, alors que le domaine pKID du TAD de CREB forme 
une structure en double hélices-α. Pourtant, ces deux partenaires se lient au même sillon 
hydrophobe du domaine KIX de CBP. De même, d’autres études sur le mode d’interaction de 
KIX ont démontré que le TAD du MLL et pKID se lie à un site différent de celui du TAD de 
c-Myb. Ceci met en relief la présence de deux sites de liaisons sur le domaine KIX (143). 
Collectivement, ses études démontrent que le domaine KIX de CBP peut lier différents 
domaines d’activation. Ces informations mettent aussi en lumière la capacité de CBP à 
interconnecter plusieurs participants de la transcription par l’intermédiaire de son domaine 
KIX. 
              Les complexes de structures du domaine TAZ1 de CBP avec des TAD acides ont 
révélé les types d’interaction permis par ce domaine. Par exemples, les structures de CITED2 
(CBP-Interacting Transactivator ED-rich 2) (Figure 9C), de STAT2 (Signal Transducer and 
Activator of Transcription 2) (Figure 9D) et de HIF-1α (Hypoxia-Induced Factor 1) en 
complexe avec TAZ1 démontrent que ces derniers se lient tous au même sillon en s’enroulant 
autour de celui-ci. De plus les TAD de CITED2 et de HIF-1α forment une structure secondaire 
en hélices-α (144-146). De même, des complexes de structures impliquant le domaine TAZ2 
de CBP et les TAD acides de STAT1 (Signal Transducer and Activator of Transcription) 
(Figure 9E) et de p53 (Figure 9F) ont permit de démontrer que ces TAD interagissent au 
même site de liaison de TAZ2 formé par le croisement des trois hélices N-terminales. En 
revanche, les structures en hélices-α formées par les TAD acides de STAT1 et de p53 lors de 
l’interaction avec TAZ2 sont de longueur et d’orientation différentes (137, 144). 
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              Finalement, les structures résolues du domaine de IBiD en complexe avec des TAD 
de protéines appartenant à la famille p160 ont permit de mieux comprendre les modes de 
liaison de ce domaine. Les protéines de la famille p160 sont des facteurs de transcription 
nucléaires qui activent la transcription de gènes en recrutant le co-activateur CBP. Les 
structures suivantes du domaine IBiD liées aux TAD d’ACTR (Activator of Tyroid Receptor) 
(Figure 9G) et de SRC1 (Steroid Receptor Coactivator) (Figure 9H) révèlent la formation de 
structures en hélices de ce domaine et le site de liaison des TAD comme étant le sillon 
hydrophobe constitué par les hélices H1 et H2 d’IBiD (147, 148). Même si différents TAD se 
lient à des partenaires communs en formant des structures en hélices-α, ils exhibent néanmoins 
des spécificités lors de leurs interactions avec la même protéine cible.  
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Figure 9 : Structures des différents domaines de CBP (TAZ1, TAZ2, KIX et IBiD) en 
complexe avec différents TAD de facteurs de transcription 
 
Les domaines de CBP sont en gris et les TAD sont de couleurs différentes. (A) Structure 
de KIX en complexe avec le TAD de c-Myb. (B) Structure de KIX en complexe avec le 
TAD de CRRB en bleu et le TAD de MLL en vert. (C) Structure du domaine TAZ1 en 
complexe avec le TAD de CITED2. (D) Structure du domaine TAZ1 en complexe avec le 
TAD de STAT2. (E) Structure du domaine TAZ2 en complexe avec le TAD de p53. (F) 
Structure du domaine TAZ2 en complexe avec le TAD de STAT1. Structures du 
domaine IBiD en complexe avec (G) ACTR et avec (H) le TAD de SRC1.Codes PDB dans 
l’ordre : 1KDX, 2AGH, 1R8U, 2KA4, 2K8F, 2KA6, 1KBH et 2C52 (137, 142, 144, 145, 
147, 148). 
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1.3.6. Comparaison des TAD de KLF2, KLF4 et p53  
 
 Les TAD de KLF2 et de KLF4 représentant les domaines de l’activation de la 
transcription sont classés sous la catégorie de TAD acides car ils sont riches en acides aminés 
acides. Le TAD de la protéine suppresseur de tumeur p53 est un TAD acide et ressemble 
beaucoup au TAD des protéines KLF2 et KLF4. Les TAD des protéines p53, KLF2 et KLF4 
contiennent des acides aminés hydrophobes et acides arrangés en motif  ΦXXΦΦ où « Φ » est 
un acide aminé hydrophobe et « X » est un acide aminé acide ou tout autre acide 
aminé  (Figure 10). Cependant le TAD de p53 se distingue des TAD de KLF2 et KLF4 car il 
est divisé en deux sous-domaines distincts, TAD1 et TAD2 avec des fonctions propre à 
chaque TAD. Des résultats préliminaires démontrent que le TAD de la protéine KLF2 semble 
être divisé en deux sous-domaines TAD1 et TAD2 comme chez la protéine p53, mais dans ce 
cas le TAD1 et le TAD2 se chevauchent l’un l’autre. Le TAD de la protéine KLF4 présente 
aussi une subdivision du TAD avec potentiellement la présence d’un TAD1 et d’un TAD2 
séparés par un seul acide aminé. Des études plus approfondies sont nécessaires pour mieux 
décrire le TAD de KLF2. Dans l’optique de nos travaux, il est intéressant de souligner que les 
TAD1 et TAD2 de la protéine p53 lient les quatre domaines (TAZ1, TAZ2, KIX et IBiD) du 
co-activateur CBP. Ces interactions protéine-protéine avec CBP sont essentielles pour la 
régulation des fonctions de p53 (149). Dans cet ordre d’idées, d’autres études ont démontré 
que les facteurs KLF2 et KLF4 lient aussi le co-activateur CBP. De ces faits découle alors 
l’investigation de l’interaction du TAD de KLF2 et KLF4 avec le co-activateur CBP.  
L’information sur ces interactions pourrait permettre de répondre avec plus de détails aux 
modes d’action de KLF2 et KLF4 lors de l’hématopoïèse et de comprendre leurs implications 
respectives au niveau des maladies cardiovasculaires.  
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Figure 10 : Alignement de séquences de TAD acides.  
L’Alignement de séquence des TAD acides de p53 (TAD1 et TAD2), de KLF1 (TAD1 et 
TAD2), de KLF2 et de KLF4. L’alignement des TAD est basé sur le motif ΦXXΦΦ 
présent dans un grand nombre de TAD acide avec « Φ » représentant un acide aminé 
hydrophobe et « X » un acide aminé acide ou tout autre acide aminé.    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                         Φ Χ Χ Φ Φ
p53-TAD1    V E P P L S Q E T F S D L W K L L P E     28
p53-TAD2    D D L M L S P D D I E Q W F T E D P G     59
KLF1-TAD1   G P F P D T Q D D F L K W W R S E E A Q   37
KLF1-TAD2   E R G A D A T W D L D L L L T N F S G P   85
KLF2-TAD    G T D D D L N S V L D F I L S M G L D G   55
KLF4-TAD    T E E F N D L L D L D F I L S N S L T H  115
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1.4. Objectifs de recherches et justification des méthodes 
utilisées 
 
1.4.1. Hypothèse et objectifs de recherche 
  
 L’hématopoïèse est un processus hautement régulé qui permet aux cellules souches 
hématopoïétiques de se différencier en plusieurs lignées cellulaires sanguines. Cette régulation 
est le résultat de l’action combinée de facteurs de transcription généraux, de co-activateurs et 
de facteurs de transcription activateurs ou répresseurs qui permet un contrôle précis de 
l’expression des gènes en temps et lieu appropriés. Les TAD des facteurs de transcription 
jouent un rôle essentiel dans la régulation hématopoïétique car ces derniers peuvent lier des 
partenaires et activer la transcription. Ces liaisons cruciales permettent de recruter des facteurs 
de transcription généraux ou des co-activateurs au promoteur du gène pour enclencher les 
processus d’initiation et d’élongation de la transcription. En dépit de nombreuses études sur 
les facteurs de transcription ainsi que sur les domaines TAD acides, les mécanismes 
moléculaires qui régissent les interactions de ces domaines TAD acides avec diverses 
partenaires restent peu connus. 
 Dans le cas des lymphocytes B et des lymphocytes T, les facteurs de transcription 
KLF2 et KLF4 jouent des rôles importants dans le développement et la maturation de ces 
cellules. Malgré les connaissances sur les rôles régulateurs de la leucopoïèse des facteurs 
KLF2 et KLF4, les mécanismes moléculaires par lesquelles cette régulation est effectuée sont 
très peu compris. Néanmoins, il est reconnu que les facteurs KLF2 et KLF4 jouent des rôles 
antagonistes et ils semblent compétitionner dans leur liaison avec le co-activateur CBP. Ce 
dernier étant un élément limitant dans la cellule, il semble probable qu’il régule la capacité des 
facteurs KLF2 et KLF4 à activer la transcription. De plus les TAD de KLF2 et de KLF4 sont 
des TAD acides similaires au TAD de p53 qui est connu pour lier le co-activateur CBP.        
 Dans le but de vérifier l’hypothèse selon laquelle les TAD de KLF2 et KLF4 lient le 
co-activateur CBP, compétitionnent pour ce dernier et que cette interaction protéine-protéine 
régule le développement et la maturation des lymphocytes B et lymphocytes T, nous avons 
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entamé des études structurales des domaines TAD de KLF2 et KLF4 avec CBP. Ainsi les trois 
objectifs principaux de ce mémoire ont porté sur l’étude de : 
   
1) L’investigation des interactions du domaine KIX du co-activateur CBP avec 
les domaines TAD acides des facteurs de transcription KLF2 et KLF4.  
 
  Étant donné la similitude entre les TAD acides de la protéine 
suppresseur de tumeur p53 et les TAD des facteurs de transcription KLF2 et KLF4 et 
que le TAD de la protéine p53 lie le domaine KIX de CBP, il est fortement possible 
que les TAD de KLF2 et de KLF4 lient aussi le domaine KIX de CBP.   
 
2) L’identification des résidus du domaine KIX du co-activateur CBP et des 
facteurs de transcription KLF2 de KLF4 impliqués dans les interactions 
protéine-protéine. 
 
  Si le premier objectif s’avère concluant et que nous arrivons a détecté 
une interaction entre les TAD de KLF2, de KLF4 avec le domaine KIX de CBP, il sera 
possible de procéder à la détermination des résidus impliqués dans ces interactions.    
 
3) La détermination de structures préliminaires des complexes (KLF2TAD)-
(CBPKIX) et de (KLF4TAD)-(CBPKIX).  
 
  Avec l’analyse des résidus impliqués dans les interactions protéine-
protéine obtenue, on pourra déterminer une structure préliminaire des complexes et en 
tirer les informations fonctionnelles qui constituent le but de cette étude.  
    
 Compte tenu de l’importance des facteurs de transcription KLF2 et KLF4 dans le 
développement et la maturation des lymphocytes B et des lymphocytes T et dans la formation 
de malformations sanguines, la compréhension détaillée des interactions formées par ces 
protéines se révèle être primordial pour le développement d’outils thérapeutiques contre les 
leucémies. C’est donc dans l’optique de mieux comprendre la régulation des gènes lors de la 
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différentiation des lymphocytes et accroitre nos connaissances sur les mécanismes 
moléculaires des TAD acides que nous avons effectué des études structurales et fonctionnelles 
des interactions impliquant les TAD de KLF2 et KLF4 en complexe individuel avec le 
domaine KIX de CBP.  
 
1.4.2. Méthodes Utilisées  
 
1.4.2.1. La résonnance magnétique nucléaire 
 
 La spectroscopie de Résonance Magnétique Nucléaire (RMN) et la cristallographie aux 
rayons X sont deux techniques qui permettent de déterminer et d’étudier la structure des 
protéines ou des interactions protéine-protéine. La cristallographie aux rayons X est basée sur 
la diffraction de rayons X et son utilisation n’est pas limitée par la taille de la molécule. En 
revanche elle nécessite l’obtention de cristaux possédant un fort pouvoir diffractant 
(arrangement périodique et ordonné de la molécule) dont le processus de cristallisation 
demeure plus ou moins aléatoire et qui peut s’étendre sur une longue période. Il faut aussi 
noter que la présence de domaines intrinsèquement désordonnés contenus dans certaines 
protéines peut être une limitation à l’utilisation de la radiocristallographie car ces derniers 
empêchent la formation de cristaux. A l’opposé, la spectroscopie RMN est basée sur la 
propriété magnétique des atomes et son utilisation n’est pas limitée par la présence de 
domaines intrinsèquement désordonnés. Par contre, la taille de la protéine constitue une limite 
à l’utilisation de la spectroscopie RMN. De plus, la spectroscopie RMN permet l’étude des 
protéines en solution. Étant donné que les TAD sont des domaines intrinsèquement 
désordonnés, la spectroscopie RMN représente la technique de facto pour notre étude 
structurale. 
 
1.4.2.2. Le titrage par RMN  
 
 Le titrage par RMN est une technique très pratique qui permet d’étudier les interactions 
protéine-protéine. Cette technique, aussi appelée analyse de perturbation des déplacements 
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chimiques, permet d’effectuer une expérience de « 2D 1H–15N HSQC (Heteronuclear Single 
Quantum Coherence) » et de générer un spectre de signaux de déplacements chimiques de 
protéines marquée à l’azote lourd 15N se rapportant à la fréquence entre une paire d'atomes liée 
15N-1H (Figure 11). Étant donné que le groupement N-H est présent dans tous les acides 
aminés excepté la proline, il est possible d’observer des signaux pour tous les acides aminés 
d’une protéine marquée à l’azote lourd 15N, sauf la proline. Au cours de la titration, on ajoute 
une quantité croissante de ligands non-marqués à la macromolécule marquée. Tout au long de 
la titration on collecte des spectres de signaux qui correspondent aux perturbations de 
déplacements chimiques atomiques de la protéine marquée. Les perturbations les plus fortes 
correspondent aux acides aminés fortement impliqués dans l’interaction protéine-protéine. En 
corrélant les perturbations de déplacements chimiques aux résidus correspondants, on peut 
déterminer les résidus impliqués dans l’interaction et cartographier le site d’interaction si les 
structures des partenaires d’interaction ont été préalablement déterminées.  
 Les calculs des perturbations de déplacements chimiques ont été effectués en utilisant 
la formule suivante : Δδ (ppm) = [(0.17ΔNH)2 + (ΔHN)2]1/2 (150), avec ΔNH et ΔHN  étant la 
différence de l’environnement chimiques des atomes d’hydrogènes et d’azotes de la 
macromolécule avant l’addition de ligand et après l’addition de deux équivalents de ligand 
lors de la titration. Étant donné la différence de poids atomiques entre l’hydrogène et l’azote, 
on multiplie ΔNH par un facteur de 0.17 pour ajuster les perturbations de déplacements 
chimiques des atomes d’azotes aux atomes d’hydrogènes. De plus, il est possible d’observer 
du bruit de fond du à des perturbations de déplacements chimiques d’atomes non reliés au site 
d’interaction étudié. Pour supprimer ce bruit qui correspond très souvent à de faibles signaux, 
nous prenons seulement en considérations les valeurs de changement d’environnement 
chimique (Δδ) égales ou plus grandes que l’addition de leur moyenne et de leur écart type.  
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Figure 11 : Description générale de la détection d’interaction entre un ligand et une 
macromolécule lors d’un titrage par RNM-2D et par perturbations des déplacements 
chimiques. 
  L’addition de ligand (en rose solide) perturbe de manière significative l’environnement 
chimique des résidus 1 et 3 (en rose grillagé). Le résidu 4 (en vers grillagé) est le résultat 
de la perturbation indirect généré par le changement de conformation de la 
macromolécule lié au ligand. Les données de perturbations des déplacements chimiques 
collectées sont arrangées en fonction de la séquence macromoléculaire sous forme 
d’histogramme pour l’analyse de résultat. Adapté de Lecoq (2012) (151).  
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1.4.3. Calorimétrie à titrage isotherme 
 
 La résonnance des plasmons de surface (SPR, Surface Plasmon Resonance), la 
polarisation de fluorescence (FP, Fluorescence Polarization) et la calorimétrie à titrage 
isotherme (ITC, Isothermal Titration Calorimetry) sont toutes des techniques permettant de 
quantifier les affinités d’interactions protéine-protéine. La résonnance des plasmons de surface 
est une technique qui consiste à envoyer un rayon de lumière en dessous d’une plaque 
métallique sur laquelle est fixé le complexe protéique d’intérêt. L’interaction protéine-protéine 
entre un ligand et une macromolécule au dessus de la plaque de métal provoque une variation 
de l’indice de réfraction permettant ainsi de déterminer l’affinité  entre les deux partenaires 
protéiques. L’inconvénient de cette méthode est lié au double attachement ou « twofold ». 
D’une part il est possible que la surface libre interfère avec l’interaction étudiée et d’autre part 
le fait que les molécules sont fixées dans la même orientation sur la plaque métallique. La 
polarisation de fluorescence est une méthode qui requière la fusion d’une molécule 
fluorescente sur un ligand et de mesurer la polarisation de cette molécule fluorescente lors de 
l’interaction protéine-protéine entre le ligand marqué et une macromolécule d’intérêt. 
L’inconvénient de cette méthode est le fait d’ajouter un tag fluorescent sur une des molécules 
et vérifier que ce tag n’interfère pas avec l’interaction étudiée. En revanche, la calorimétrie à 
titrage isotherme ne requiert aucune préparation supplémentaire pour la production de 
protéines, aucun ajout de molécules fluorescentes au ligand ou  ni de fixation des protéines à 
un support métallique. Ainsi, même si la calorimétrie à titrage isotherme nécessite une grande 
quantité de protéine, elle est notre technique de choix car elle permet de gagner du temps et 
d’éviter des sources d’interférence avec les résultats. 
 L’ITC permet de déduire in vitro et en solution la constante d’affinité de l’interaction 
entre deux partenaires protéiques en l’extrapolant des paramètres thermodynamiques régissant 
cette interaction. Elle permet aussi d’évaluer l’impact de mutations ponctuelles dans ces 
interactions. L’expérience d’ITC est basée sur les propriétés thermodynamiques et mesure 
donc l’énergie libérée ou absorbée lors de l’interaction entre deux molécules. Ce transfert 
d’énergie est généralement détecté à l’aide d’un microcalorimètre qui est hautement sensible 
aux changements de températures. Le microcalorimètre est constitué de deux cuves nommées 
cellules dont l’une contient l’échantillon et l’autre sert de référence. L’expérience s’effectue 
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dans la cellule d’échantillon contenant une quantité précise de macromolécule à laquelle est 
injectée à intervalle de temps régulier une quantité précise de ligands à l’aide d’une seringue. 
À chaque injection de quantité constante de ligand et s’il y’a une interaction protéique, de 
l’énergie est libérée ou absorbée dépendamment du type d’interaction. On parle alors 
d’interaction engendrant une réaction endothermique s’il y a absorption de chaleur ou bien 
exothermique s’il y a dégagement de chaleur. La différence d’énergie de la cellule 
d’échantillon est comparée à l’énergie constante de la cellule de référence. Le but de l’appareil 
est de maintenir les deux cellules à la même température et ce dernier ajuste donc en continue 
les températures avec un élément électrique chauffant. Le courant ainsi appliqué pour 
l’ajustement est mesuré et permet de déterminer l’énergie libérée ou absorbée par l’interaction 
protéine-protéine. Cette différence d’énergie entre la cellule de référence et la cellule 
d’échantillon est représentée sous forme de thermogramme et permet de quantifier l’énergie 
thermique mesurée par l’instrument en rapport avec le temps et l’intégration en rapport avec le 
ratio molaire du titrant (ligand) et du titré (macromolécules) (Figure 12). Le résultat de 
l’intégration du thermogramme est représenté sous la forme d’une courbe pouvant être ajustée 
selon un modèle mathématique d’intégration à un ou deux sites de liaison. De cette courbe 
sont calculés les paramètres thermodynamique telles que la constante de dissociation (Kd), la 
stœchiométrie (n), l’enthalpie (ΔH) et l’entropie (ΔS) permettant de caractériser l’interaction 
entre deux molécules biologiques. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 39 
 
 
 
 
Figure 12 : Principe de base de la calorimétrie à titrage isotherme. 
Sur la gauche est présentée un schéma du système de calorimétrie à titrage isotherme et 
sur la droite un exemple de thermogramme d’une expérience d’ITC. Adapté de Freyer 
and Lewis (2008) et Martinez et al. (2013) (152, 153). 
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1.4.4. Essai d’activation de la transcription chez la levure 
 
 L’essai d’activation de la transcription chez la levure est une technique qui nous 
permet d’étudier in vivo les TAD des facteurs de transcription en conjonction avec notre étude 
structurale. L’organisme utilisé pour nos essaies est la levure S. cerevisiae auxotrophe pour 
uracile (U) et l’histidine (H). Cette souche de levure est obtenue par transformation à l’aide 
d’un transporteur d’ADN et d’un choc thermique. Ainsi donc, deux plasmides sont introduits 
dans la cellule comme suit (Figure 13). La première transformation est celle du plasmide 
nommé pSH18-34 contenant le gène essentiel à la production d’uracile, huit copies de 
l’operateur de lexA (LexAop) et le promoteur Gal1 suivis du gène lacZ. La deuxième 
transformation est celle du plasmide nommé pEG202SV40NLS-AB426 contenant le gène 
indispensable pour la production de l’histidine, le DBD de lexA suivi du signal de localisation 
nucléaire ou (NLS) de la protéine SV40 et le site de clonage multiple ou (MCS) où le TAD de 
KLF2 ou de KLF4 est cloné. Suite à la transformation, la levure est transférée dans un 
environnement sélectifs sans uracile et histidine (-UH) pour sélectionner les clones positifs. 
 La protéine de fusion contenant le DBD de lexA, le NLS de SV40 et le TAD de KLF2 
ou de KLF4 devient alors un activateur de la transcription exprimable à partir du plasmide 
pEG202SV40NLS-AB426. Le rôle du NLS est de cibler l’activateur de transcription dans le 
noyau de la cellule. Le DBD de lexA lie le site de LexAop présent sur le plasmide pSH18-34 
et si on suppose que le TAD de KLF2 ou de KLF4 est fonctionnel, le TAD recrutera des 
facteurs de transcription pour l’activation du gène LacZ. Si tel est le cas, le gène LacZ activé 
exprimera la β-galactosidase. L’activité de la β-galactosidase peut être déterminée en utilisant 
le substrat chlorophénol rouge-β-D-galactopyranoside (CPRG) et quantifiée par la mesure de 
la densité optique à la longueur d’onde de 578 nm. 
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Figure 13 : Schéma de l’essai d’activation de la transcription chez la levure. 
Détails du fonctionnement de l’essai d’activation de la transcription chez la levure en 
utilisant les vecteurs pEG202SV40NLS-AB426 et pSH18-34. Les abréviations sont : DBD 
(domaine de liaison à l’ADN), LexAop (l’opérateur de LexA), NLS (signal de localisation 
nucléaire) et TAD (domaine de transactivation).  
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2. Article - Caractérisation structurale et fonctionnelle des interactions 
entre les domaines de transactivation des facteurs KLF2 et KLF4 avec les 
domaines TAZ1, KIX et TAZ2 du co-activateur CBP/p300. 
 
2.1. Mise en contexte de l’article 
 
 
 Depuis 2001, plusieurs études ont démontré que les facteurs de transcription KLFs sont 
essentiels au développement de plusieurs lignées cellulaires sanguines telles que les 
érythrocytes, les macrophages et les lymphocytes (28, 78). Récemment, des travaux de 
recherche sur les facteurs de transcription KLF2 et KLF4 ont révélé que l’action combinée de 
ces deux protéines est cruciale pour le développement et la différentiation des lymphocytes B 
et des lymphocytes T (94-96). Paradoxalement, KLF2 et KLF4 semblent jouer des rôles 
antagonistes dans l’activation des lymphocytes B et des lymphocytes T (95). Ainsi, 
l’expression de KLF4 est élevée au cours des étapes primaires des cellules précurseurs aux 
lymphocytes B (83), mais celle-ci diminue considérablement au cours de la maturation des 
lymphocytes B (83). A l’inverse, KLF2 est un facteur essentiel à l’activation proprement dite 
des lymphocytes B et voit son expression plus élevée aux étapes finales des cellules 
précurseurs aux lymphocytes B (88, 89). Un scénario différent se produit lors du 
développement des lymphocytes T. L’expression de KLF2 est la plus élevée lors des étapes 
primaires des cellules précurseurs (154) permettant de maintenir la quiescence des cellules T 
naïves, ce qui est nécessaire à leur bon développement. A l’inverse, la quantité de KLF4 reste 
faible durant le développement des lymphocytes T (84, 155). A cause des rôles opposés de 
KLF2 et de KLF4, il a été suggéré que ces deux facteurs de transcription entrent en 
compétition pour un partenaire d’interaction commun et limitant. Ceci permettrait à KLF2 et 
KLF4 de contrôler des étapes spécifiques lors de la sélection de lignées cellulaires. Ainsi, le 
co-activateur CBP a été proposé comme étant ce partenaire limitant. Les facteurs KLF2 et 
KLF4 contiennent tous les deux des TADs acides et comme d’autres TADs acides tels que 
ceux que l’on retrouvent chez la protéine suppresseur de tumeur p53 et la protéine virale 
VP16, leurs TADs contiennent aussi des acides aminés hydrophobes en plus d’acides aminés 
chargés négativement. Dans le cas du TAD de p53, ce dernier contient deux sous-domaines 
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(TAD1 et TAD2) et chaque sous domaine interagit individuellement avec des protéines cibles. 
En effet, plusieurs structures des sous-domaines de p53 (TAD1 et TAD2)  en complexe avec 
quatre domaines différents de CBP (TAZ1, KIX, TAZ2 et IBiD) ont été résolues (65, 140). 
Parmi ces structures, la structure des sous-domaines de p53 en complexe avec le domaine 
TAZ2 de CBP a  permis d’établir que dans les deux cas, le motif ΦXXΦΦ des sous domaines 
TAD1 et 2 de p53 est impliqué dans la formation de l’interface d’interaction. Comme pour le 
TAD de p53, le TADs de KLF2 et de KLF4 contiennent chacun deux motifs ΦXXΦΦ. 
Néanmoins, et contrairement au TAD de p53 dont les sous-domaines TAD1 et TAD2 
présentent chacun un motif ΦXXΦΦ, les TADs de KLF2 et KLF4 possèdent chacun deux 
motifs ΦXXΦΦ. La présence du motif ΦXXΦΦ dans les TADs de KLF2 et KLF4 suggère que 
KLF2 et KLF4 sont, tout comme p53, susceptibles de lier les domaines de CBP  de façon 
similaire aux sous domaines TAD1 et TAD2 de p53. 
 Notre Laboratoire a développé une expertise sur le co-activateur CBP ainsi que ses 
domaines (TAZ1, TAZ2, KIX, IBid) ainsi que quelques membres de la famille des KLFs 
(KLF1, KLF2, KLF4 et KLF15).  L’article qui suit lève le voile sur l’interaction entre les 
TADs de KLF2 et KLF4 et les domaines TAZ2 et KIX de CBP/p300. Il présente la 
particularité des TADs et l’importance du motif ΦXXΦΦ dans l’interaction avec les domaines 
TAZ2 et KIX et il démontre l’importance du motif ΦXXΦΦ in vivo lors de la transcription  
dépendantes des TADs de KLF2 et KLF4, celle-ci étant cruciale à la sélection de lignées 
cellulaires des lymphocytes B et T.   
 
2.2. Contribution des auteurs 
 
Mohamed Idrissa Moussa a produit et purifié les peptides utilisés. Il a généré les mutants de 
KLF2 et de KLF4 pour les expériences ITC et l’essai d’activation de la transcription chez la 
levure. Il a réalisé les expériences ITC sous les recommandations du Dr. Normand Cyr et les 
essais d’activation de la transcription chez la levure avec l’aide de l’assistante de laboratoire 
Geneviève Arsenault. Il a fait l’attribution des spectres RMN avec le Dr. Normand Cyr et il a 
réalisé la cartographie (Mapping). Le Dr. Steven P. Smith a collaboré au projet et vérifié les 
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données. Pour finir, Mohamed Idrissa Moussa a rédigé l’article avec l’encadrement de Dr. 
James G. Omichinksi. 
 
 Dr. Norman Cyr a collecté les spectres RMN, a participé aux traitement des données 
et à la simulation du de structures.  
 Geneviève Arsenault a produit plusieurs des constructions et a participé aux essais in 
vivo chez la levure. 
 Dr. Steven. P Smith a vérifié le déroulement du projet et avec le Dr. David N. 
Langelaan, ils ont fourni des donnés d’RMN. 
 Dr. James G. Omichinski a dirigé le projet, participé à l’analyse des résultats  et 
rédigé l'article avec Mohamed Idrissa Moussa.  
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2.3.1. ABSTRACT 
 KLF2 and KLF4 play important roles in B- and T-lymphocytes development by 
stimulating opposing pathways within precursor blood cells.  We have assessed the details by 
which the acidic transactivation domains (TAD) of KLF2 (KLF2-TAD) and KLF4 (KLF4-
TAD) interact with the transcription regulatory factor Crebs-Binding Protein (CBP/p300) to 
control gene transcription. KLF4-TAD and KLF2-TAD display sequence homology with the 
TAD of p53 (p53-TAD) and both contain two ΦXXΦΦ motifs that resemble the ΦXXΦΦ 
found in the two subdomains of the p53-TAD (p53-TAD1 and p53-TAD2).  We demonstrate 
using Isothermal Titration Calormimetry (ITC) studies that KLF2-TAD and KLF4-TAD both 
have the capacity to bind to multiple domains of CBP/p300 including the TAZ1 (CBP-TAZ1), 
KIX (CBP-KIX) and TAZ2 (CBP-TAZ2), like p53-TAD1 and p53-TAD. NMR chemical shift 
perturbation studies with KLF2-TAD/CBP-KIX and KLF4-TAD/CBP-KIX complexes show 
that KLF2-TAD and KLF4-TAD bind to CBP-KIX at the c-Myb site, whereas NMR studies 
with KLF2-TAD/CBP-TAZ2 and KLF4-TAD/CBP-TAZ2 complexes indicate that KLF2-
TAD and KLF4-TAD bind to the same region as several other acidic TADs including p53-
TAD1 and p53-TAD2 binds. In addition, we demonstrate that the hydrophobic residues within 
the ΦXXΦΦ motifs of both KLF2-TAD and KLF4-TAD play key role in their transcriptional 
activation capacity and that the ΦXXΦΦ motifs in KLF2 and KLF4 seem to function as a 
single motif as opposed to the two distinct motifs found in p53-TAD. These studies provide 
the first comparison between the KLF2-TAD and the KLF4-TAD binding to CBP/p300 as 
well as mechanistic details that could provide insights on B and T cells development. 
 
 
2.3.2. INTRODUCTION 
 
 The Krüppel-like factors (KLFs) are a family (KLF1-17) of transcriptional regulatory 
proteins that function in a wide range of developmental pathways, including hematopoiesis, 
cardiac development, lung development, and bone biomineralization (1-4). All KLF-family 
proteins specifically bind to either “GT-box” or “CACCC” sites located within the promoter 
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regions of target genes they regulate through interactions with their DNA-binding domain 
(DBD). The DBD of all KLF proteins consists of three classical zinc-finger domains 
(Cys2His2) positioned at the extreme C-terminal end of the sequence (1, 5). In addition, the N-
terminal region of all KLF proteins contain a transcriptional regulatory domain, including both 
transactivation domains (TADs), as well as repressor domains (5). These N-terminal 
regulatory domains of KLFs proteins participate in protein-protein interactions with other 
transcription factors to control expression of target genes. KLF-family members can be 
divided into different subgroups based on the type of domain present in this region. In the case 
of KLF proteins containing acidic TADs (KLF1, KLF2, KLF4 and KLF15), they have been 
shown to interact with a variety of transcriptional activating factors, including general 
transcription factors (TFIIB, TFIID and TFIIH), histone acetyltransferases [HATs: Crebs-
Binding Protein (CBP/p300), PCAF], and chromatin remodeling factors (SWI/SNF, BRG) (6-
9). 
 As mentioned above, several KLF family members play an important role in 
hematopoietic development and in certain cases KLF factors have been shown to compete 
with each other in determining blood cell lineage selections. This type of competition in 
regulating a particular blood cell lineage occurs between KLF2 and KLF4 during B- and T-
lymphocyte development. In B-lymphocyte development, levels of KLF4 are high in early-
stage precursor cells, but drop dramatically as B cells mature (10). KLF4 induces B-
lymphocyte proliferation and development by binding to the cyclin D2 promoter region and 
regulating its expression (7). In contrast, KLF2 levels are low in immature B cells, but 
increase dramatically during the later stages of development and KLF2 is essential for mature 
B-cell activation (11, 12). In T-lymphocyte development, a very different scenario is observed. 
High levels of KLF2 help maintain naive T cell quiescence (3) and KLF2 functions by 
inhibiting the expression of c-Myc and simultaneously upregulating the cell cycle inhibitor 
p21WAF1/CIP1 (4-6). In contrast, KLF4 levels are low during all stages of T-lymphocyte 
development and high KLF4 levels inhibit T-lymphocyte development (13, 14). Not 
surprisingly, the absence of either KLF2 or KLF4 as well as mutations affecting their abilities 
to function normally has been linked to different malformations and cancers in both B and T 
lymphocytes (15-17).  
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 Despite their opposing roles in hematopoietic development, KLF2 and KLF4 are very 
similar to each other at the protein sequence level. Based on phylogenetic analysis, KLF2 and 
KLF4 are most closely related to each other (1, 2) as well as to KLF1 and KLF15 due to the 
presence of an acidic TAD within their N-terminal region (18). As mentioned previously, the 
KLF proteins containing acidic TADs have all been shown to interact with the HAT 
CBP/p300 and their interactions with CBP are crucial for their ability to activate transcription 
in all cases (3, 19). Previous studies have shown that interaction with CBP leads to acetylation 
of these KLF proteins and the acetylation site is typically adjacent to their DBD. In all cases, 
acetylation enhances the ability of the KLF factor to activate transcription (20, 21), but the 
number of acetylation sites required for the activation varies among the different members 
containing acidic TADs (20, 22). For example, two acetylation sites on KLF4 have been 
shown to be crucial for its role in B lymphocyte development and the acidic TAD of KLF4 is 
required for the interaction with CBP/p300 (4, 21). In the case of KLF2, its acetylation by 
CBP/p300 constitutes a pivotal step in T-lymphocytes development and, as with KLF4, its 
acidic TAD is required for the interaction with CBP/p300 (4, 23).  
 The TADs of KLF2 and KLF4 both contain a combination of acidic as well as 
hydrophobic amino acids, and this amino acid composition resembles what is found in the 
acidic TADs of other well characterized transcriptional activator proteins, including the tumor 
suppressor protein p53 (24). In the case of p53, the TAD (p53-TAD) contains two distinct 
subdomains (p53-TAD1 and p53-TAD2) and each subdomain has been shown to be capable 
of participating in distinct protein-protein interactions with different domains of CBP/p300 
(TAZ1, KIX, TAZ2 and IBiD). In the p53-TAD, there is a ΦXXΦΦ motif located in both 
subdomains that is crucial for the formation of the binding interface with the different domains 
of CBP/p300. Like p53-TAD, the TADs of KLF2 (KLF2-TAD) and KLF4 (KLF4-TAD) both 
contain two ΦXXΦΦ motifs and it has been postulated that they are required for their 
interaction with CBP/p300. Interestingly, it has been shown that KLF2 and KLF4 compete 
with each other for binding to CBP/p300 in regulating B- and T- lymphocyte development and 
this suggests they might interact with CBP/p300 using similar mechanisms.  
Despite the importance of KLF2-TAD and KLF4-TAD in regulating B- and T- lymphocyte 
development, mechanistic details by which they interact with CBP/p300 to regulate KLF2 and 
KLF4 function are limited. In this article, we examine the interaction of KLF2-TAD (residues 
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33-63 of human KLF2) and KLF4-TAD (residues 93-114 of human KLF4) with the TAZ1, 
KIX and TAZ2 domains of CBP/p300 (CBP-TAZ1, CBP-KIX, and CBP-TAZ2). We show 
that both KLF2-TAD and KLF4-TAD bind to CBP-TAZ1, CBP-KIX, and CBP-TAZ2, but 
that KLF2-TAD binds to all three domains of CBP/p300 with a slightly higher affinity. As 
seen with p53-TAD1 and p53-TAD2, binding to CBP/p300 requires interactions with the 
ΦXXΦΦ motifs present in KLF2-TAD and KLF4-TAD. Surprisingly, we observe that only 
the second ΦXXΦΦ motif of the KLF4-TAD is required for binding to CBP-TAZ1, CBP-
KIX, and CBP-TAZ2, whereas the two overlapping ΦXXΦΦ motifs of the KLF2-TAD 
function as a single motif and are required for binding to these same domains of CBP/p300. In 
both KLF2-TAD and KLF4-TAD, the hydrophobic residues within the ΦXXΦΦ motifs play 
important roles in forming the binding interface with the three CBP/p300 domains and these 
residues are also important for the ability of both KLF2-TAD and KLF4-TAD to activate 
transcription in a yeast-model system. Taken together, the results provide detailed information 
on how KLF2-TAD and KLF4-TAD competitively bind to CBP/p300 and on how the 
competition between these two factors could drive different hematopoietic pathways leading 
to lineage selection in B- and T lymphocytes development. 
 
2.3.3. MATERIALS AND METHODS 
 
2.3.3.1. Plasmid construction  
 The cDNA encoding KLF2-TAD (residues 33-61 of human KLF2) and KLF4-TAD 
(residues 93-114 of human KLF4) were synthesized (25) and cloned into a pGEX-TEV vector, 
which is a modified pGEX-2T (GE Healthcare) to accommodate the GST-tag with a cut site 
for the TEV protease. The KLF2-TAD and KLF4-TAD mutants were generated using 
QuickChange II site-directed mutagenesis (Stratagene) to introduce the mutation in the wild-
type DNA sequences and cloned in the pGEX-TEV vector.  Dr. Alana Schepartz (Yale 
University) generously provided the plasmid containing CBP-KIX (residues 586-672 of 
human CBP) as a His-tag fusion protein. and the quadruple mutant 
(Phe612Ala/Asp622Ala/Arg624Ala/Lys667Glu) corresponding to an inactive MLL site and a 
triple mutant (Tyr650Ala/Ala654Gln/Tyr658Val) corresponding to an inactive c-Myb site were 
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generated using QuickChange II site-directed mutagenesis (Stratagene). Dr. Peter Wright 
(Scripps Research Institute) kindly supplied us with the plasmid encoding for CBP-TAZ2 
(residues 1723-1812 of human CBP) and Dr. Lisa-Miller Jenkins (NIH) kindly supplied us 
with the plasmid encoding for CBP-TAZ1 (residues 340-439 of human CBP) as a His-tag 
fusion proteins. The plasmids for expression of the LexA-KLF2-TAD and LexA-KLF4-TAD 
fusion proteins were prepared by inserting the EcoRI-BamHI-digested PCR product generated 
from corresponding pGEX-TEV expression vector on the EcoRI and BamHI site of the AB-
426 vector (26). The LexA-KLF2-TAD and LexA-KLF4-TAD mutants were generated using 
the QuickChange II site-directed mutagenesis (Startagene) procedure starting from the wild-
type sequence cloned in the AB-426 vector. 
 
2.3.3.2. Protein Expression and purification 
 KLF2-TAD, KLF4-TAD and their respective mutants were expressed as GST-fusion 
proteins in E. coli host strain TOPP2, purified over glutathione-sepharose resin (GE 
Healthcare) and cleaved from the resin using TEV protease (~100 units). Following cleavage, 
the proteins were purified over a High Performance Q-Sepharose (GE Healthcare) column 
using a NaCl (0-1M) gradient and dialyzed into water. Peptides were then lyophilized and 
store until use in isothermal titration calorimetry (ITC) and nuclear magnetic resonance 
(NMR) spectroscopy studies. 15N-labeled proteins were prepared in M9 minimal media 
containing 15NH4Cl as the only nitrogen source.  CBP-KIX, CBP-TAZ1 and CBP-TAZ2 
domain were expressed as described above for KLF4-TAD and KLF2-TAD. The pelleted cells 
from 1 L of bacterial culture were resuspended and the fusion protein was purified with Ni+2-
affinity chromatography. Thrombin was added to the eluted His-KIX, His-Taz1 or His-TAZ2 
fusion protein at 1 unit per 50 nanomoles of protein and the protein was dialyzed overnight 
against an ion exchange buffer (20 mM Tris-HCl pH 8.0). The KIX protein or TAZ2 protein 
was separated from the tag over a Fast Flow SP sepharose column (GE Healthcare) using ion 
exchange buffer containing 100 mM NaCl and 500 mM NaCl to wash and elute KIX or TAZ 
domains respectively. 
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2.3.3.3. ITC experiments  
 Stored proteins were solubilized in distilled water to the desired concentration and 
dialyzed over night at 4°C into 20 mM Tris-HCL buffer at pH 7.4. Proteins were then filtered 
through 0.45µm centrifugation tube and the concentrations were adjusted. ITC titrations were 
performed at 25°C following 35 injections of 8 µL. In a typical experiment, the concentration 
of protein in the syringe to protein in the cell was 10:1. All titrations fit a single-binding site 
equation with 1:1 stoichiometry and KD values are average of two or more individual 
experiments. 
 
2.3.3.4. NMR spectroscopy experiments 
 CBP-KIX experiments: 2D 1H-15N HSQC experiments were performed with CBP-KIX 
using the following conditions. Unlabeled CBP-KIX was added in stepwise increments to a 
sample containing 0.4 mM 15N-labaled KLF2-TAD in 20 mM sodium phosphate buffer (pH 
6.5) in 90% H2O and 10% D2O. The same experimental conditions and procedures were used 
for the titration of unlabeled CBP-KIX with 15N-labeled KLF4-TAD. The reverse experiments 
were also performed with 15N-labeled CBP-KIX and unlabeled KLF2-TAD and unlabeled 
KLF4-TAD with the same buffer conditions. NMR spectroscopy experiments were carried out 
at 300 K on Varian Unity Inova 600 Mhz spectrometer equipped with z pulsed-filed gradient 
units and triple resonance probes. CBP-TAZ2 experiments: 2D 1H-15N HSQC experiments 
were performed with CBP-TAZ2 using the following conditions. Unlabeled CBP-TAZ2 was 
added in stepwise increments to a sample containing 0.4 mM 15N-labaled KLF2-TAD in 20 
mM sodium phosphate buffer (pH 6.5) in 90% H2O and 10% D2O. The same experimental 
conditions and procedures were used for the titration of unlabeled CBP-TAZ2 with 15N-
labaled KLF4-TAD. The reverse experiments were also performed with 15N-labeled CBP-
TAZ2 and unlabeled KLF2-TAD and unlabeled KLF4-TAD with the same buffer conditions. 
NMR spectroscopy experiments were carried out at 300 K on Varian Unity Inova 600 Mhz 
spectrometer equipped with z pulsed-filed gradient units and triple resonance probes. 
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2.3.3.5. β-galactosidase activation assay 
 β-galactosidase assays were performed as previously described (27). Yeast strains were 
transformed with the LexA operator-lacZ fusion plasmid pSH18-34 (eight LexA-binding sites) 
and various LexA-fusion proteins of KLF4-TAD and KLF2-TAD as well as mutants to 
determine the relative abilities of the fusion proteins to activate transcription in the yeast 
model system. In all cases, cells were grown to mid-logarithmic phase in growth media 
lacking Ura and His. The number of cells used for the various LexA-fusion proteins was 
adjusted in order to obtain reliable readings of optical density at 420 nm. For each 
measurement, β-galactosidase activity was determined from three independent experiments 
and average values are given. For the wildtype KLF4-TAD and KLF2-TAD fusion proteins, 
the data is shown as the mean of the percentages by the β-galactosidase units of the tested 
LexA-fusion proteins over the mean of the β-galactosidase units of the LexA-GAL4 positive 
control ± standard error of the mean (SEM), where the positive control is set to 100% activity. 
For the KLF4-TAD and KLF2-TAD mutant fusion proteins, the data is shown as the mean of 
the percentages by the β-galactosidase units of the tested LexA-fusion proteins over the mean 
of the β-galactosidase units of either the LexA-KLF4-TAD or LexA-KLF2-TAD positive 
control ± standard error of the mean (SEM), where the positive control is set to 100% activity. 
 
2.3.4. RESULTS 
2.3.4.1. KLF4-TAD and KLF2-TAD are similar and contain two adjacent 
or overlapping ΦXXΦΦ motifs that resemble the TADs of p53. 
 The TADs of KLF2 and KLF4 have been shown to be acetylated by the HAT 
CBP/p300 and their interactions with CBP/p300 regulates their ability to both activate and 
repress transcription of target genes (28-30). KLF2 and KLF4 both contains acidic TADs, and 
like other acidic TADs such as those found in p53 and VP16, their TAD contains a number of 
hydrophobic amino acids in addition to the negatively charged acidic amino acids 
(Supplemental Fig. 1). In the case of the p53-TAD, it contains two subdomains (p53-TAD1 
and p53-TAD2) and each subdomain forms distinct interactions with target proteins (31). In 
fact, several structures of p53-TAD1 and p53-TAD2 in complex with TAZ2 and KIX domains 
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of CBP/p300 have been solved (32, 33). Among those structures, the structure of p53-TAD1 
and p53-TAD2 in complex with the CBP-TAZ2 demonstrated that their ΦXXΦΦ motif is 
required for the formation of the binding interface. Like the p53-TAD, KLF2-TAD and KLF4-
TAD each contain two ΦXXΦΦ motifs. However, in p53, the two ΦXXΦΦ motifs are 
separated by approximately twenty-five amino acids and they appear to function 
independently of each other when forming binding interfaces with target proteins. This does 
not appear to be the case for either KLF2-TAD or KLF4-TAD. In KLF4-TAD, the two motifs 
are separated by only one amino acid, whereas in KLF2-TAD2 they are overlapping and share 
one common amino acid (Fig. 1). This would seem to suggest that the ΦXXΦΦ motifs in 
KLF2-TAD and KLF4-TAD function as a single motif as opposed to the two distinct motifs 
found in p53-TAD. 
 
2.3.4.2. KLF4-TAD binds the TAZ1, KIX and TAZ2 domains of CBP 
 
 Previous studies demonstrated that the TAZ2 domain of CBP/p300 is capable of 
independently binding to KLF4 (34, 35), and that the acidic TAD was sufficient for binding to 
CBP. Given the sequence similarities between KLF4-TAD and the two subdomains of p53-
TAD, we tested whether or not the domains of CBP/p300 that interact with the subdomains of 
p53-TAD also bind to the KLF4-TAD. To quantitatively investigate the binding of KLF4-
TAD to the TAZ1, KIX and TAZ2 domains of CBP/p300, we performed Isothermal Titration 
Calorimetry (ITC) experiments. In the ITC experiments (Fig. 2 and Table 1), we observed 
that CBP-TAZ1, CBP-KIX and CBP-TAZ2 domains are able to bind to KLF4-TAD with 
apparent dissociations constants (KD) of 9.4 ± 1.0, 3.7 ± 0.3, and 4.4 ± 1.6 µM, respectively. 
Interestingly, the KD for the interaction of CBP-TAZ1 and CBP-TAZ2 with KLF4-TAD are 
significantly weaker than what has been observed with p53-TAD (1.1 ± 0.2 and 0.03 ± 0.01 
µM, respectively) (36), but in the case of the KIX domain of CBP/p300, the interaction with 
KLF4-TAD is similar to what was observed with p53-TAD (3.0 ± 0.4 µM) (36). Taken 
together, these results suggest that, the acidic TAD of KLF4 is able to interact with multiple 
domains present in CBP/p300. 
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2.3.4.3. KLF2-TAD also binds the TAZ1, KIX and TAZ2 domains of CBP. 
 Based on phylogenetic analysis, KLF2 and KLF4 are the most closely related to each 
other within the KLF family of transcription factors (1) and this close evolutionary 
relationship is supported by experiments indicating that KLF2 and KLF4 play opposing 
regulatory roles in several developmental processes including T-cell and B-cell development. 
Interestingly, the opposing role of these two factors appears to be regulated by their ability to 
compete for CBP/p300. Previous studies have demonstrated that the region of CBP 
encompassing both the TAZ1 and KIX domains was capable of independently binding to 
KLF2 (29, 37) and that, like what was observed with KLF4, KLF2-TAD is sufficient for 
binding to CBP (28, 30, 38). To quantitatively investigate binding of the KLF2-TAD to CBP-
TAZ1, CBP-KIX and CBP-TAZ2, we performed ITC experiments using the same 
experimental conditions as used above with KLF4-TAD. In the ITC experiments (Fig. 3 and 
Table 1), we observed that CBP-TAZ1, CBP-KIX and CBP-TAZ2 are all able to bind to 
KLF2-TAD with KD values of 1.9 ± 0.6 µM, 0.9 ± 0.2 µM and 1.2 ± 0.3 µM, respectively. 
Interestingly, the binding affinities determined with KLF2-TAD are similar to those observed 
for the interaction with the KLF4-TAD, but in each case they appear to be about 4-fold 
stronger. Taken together, these results suggest that, like KLF4-TAD, KLF2-TAD is capable of 
interacting with multiple domains of CBP/p300 and thereby compete with KLF4-TAD for this 
key transcriptional co-activator.  
 
2.3.4.4. KLF4-TAD and KLF2-TAD bind to CBP-KIX at the c-Myb site 
 Previous studies have shown that the CBP-KIX contains two binding sites for acidic 
TADs and these two binding sites are commonly referred to as the MLL- and c-Myb-binding 
sites (39, 40). The structure of the KIX domain consists of three α- helices (α1-3), and the 
MLL-binding site is located in a deep hydrophobic cleft formed between the α2 and α3 helices 
(41, 42). In contrast, the c-Myb binding site is located in a shallow hydrophobic groove 
formed between the α1 and α3 helices and these two distinct binding sites are located on 
opposite sides of CBP-KIX (41-43). To determine the site on the KIX domain which binds to 
KLF2-TAD and KLF4-TAD, we performed ITC studies with two CBP-KIX mutants; the first 
mutant (c-MybCBP-KIX) blocks binding to the MLL site whereas the second mutant (MLLCBP-
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KIX) blocks binding to the c-Myb site of CBP-KIX. In the ITC experiments (Table 1), we 
observed that KLF4-TAD binds to c-MybCBP-KIX with a similar affinity (KD = 3.5 ± 0.3 µM) 
as it binds to wild-type CBP-KIX (KD = 3.7 ± 0.3 µM). In contrast, there was no heat detected 
in the ITC experiments with KLF4-TAD and MLLCBP-KIX. In the case of KLF2-TAD, it also 
binds to c-MybCBP-KIX (KD = 0.7 ± 0.5 µM) with a similar affinity as it binds to the wild-type 
CBP-KIX (KD = 0.9 ± 0.2 µM). Likewise, there was no heat detected in the ITC experiments 
with KLF2-TAD and MLLCBP-KIX. These results show that both KLF4-TAD and KLF2-TAD 
bind to CBP-KIX only at the c-Myb site and that they would compete for binding to this 
domain of CBP.  
 
2.3.4.5. NMR mapping of KLF4-TAD with KIX and TAZ2 
 To further characterize the interaction between KLF4-TAD and the domains of CBP, 
we performed NMR chemical shift perturbations to map the regions of CBP-KIX and CBP-
TAZ2 that interact with KLF4-TAD. For these studies, we first prepared 15N-labeled CBP-
KIX and 15N-labeled CBP-TAZ2. Gradual addition of KLF4-TAD to 15N-labeled CBP-KIX 
resulted in changes in both 1H and 15N chemical shifts for several signals in the 1H-15N 
heteronuclear single quantum coherence (HSQC) spectrum (Supplementary Fig. 2A). When 
mapped onto the structure of CBP-KIX (Fig. 4A), the residues with significant changes 
(Supplementary Fig. 2B) upon addition of KLF4-TAD appear to localize to the c-Myb 
binding site located between the α1 and α3 helices (42, 43). Likewise, gradual addition of 
KLF4-TAD to 15N-labeled CBP-TAZ2 resulted in changes in both 1H and 15N chemical shifts 
for several signals in the 1H-15N heteronuclear single quantum coherence (HSQC) spectrum 
(Supplementary Fig. 3). When mapped onto the structure of CBP-TAZ2 (Fig. 5A), the 
residues with significant changes upon addition of KLF4-TAD localize to a contiguous region 
within a cleft formed by helices α1, α2, and α3 of CBP-TAZ2. Interestingly, the chemical shift 
perturbations induced by KLF4-TAD in both CBP-KIX and CBP-TAZ2 are very similar to 
those observed for p53-TAD (TAD1 or TAD2) binding to these same regions (32, 44). These 
results suggest that KLF4-TAD and KLF2-TAD have the capacity to compete for similar 
binding sites on CBP/p300. 
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2.3.4.6. NMR mapping of KLF2-TAD with KIX and TAZ2  
 Given the similar affinities between KLF2-TAD and KLF4-TAD for the various 
domains of CBP, we also characterized the interaction of these domains of CBP with KLF2-
TAD by NMR spectroscopy. To map the regions of CBP-KIX and CBP-TAZ2 that interact 
with KLF2-TAD, NMR chemical shift perturbation studies were performed using the the same 
experimental conditions as those used above with KLF4-TAD. Like KLF4-TAD, gradual 
addition of KLF2-TAD to 15N-labeled CBP-KIX resulted in changes in both 1H and 15N 
chemical shifts for several signals in the 1H-15N heteronuclear single quantum coherence 
(HSQC) spectrum (Supplementary Fig. 4A). When mapped onto the structure of CBP-KIX 
(Fig. 4B), the residues with significant changes upon addition of KLF2-TAD (Supplementary 
Fig 4B) appear to localize to the c-Myb binding site located between the α1 and α3 helices 
(42, 43). Likewise, gradual addition of KLF2-TAD to 15N-labeled CBP-TAZ2 also resulted in 
changes in both 1H and 15N chemical shifts for several signals in the 1H-15N heteronuclear 
single quantum coherence (HSQC) spectrum (Supplementary Fig. 5). When mapped onto the 
structure of CBP-TAZ2 (Fig. 5B), the residues with significant changes upon addition of 
KLF2-TAD appear to localize to a contiguous region within a cleft formed by helices α1, α2, 
and α3 on the surface of CBP-TAZ2. Comparatively, the chemical shift perturbations induced 
by KLF2-TAD are very similar to those observed for KLF4-TAD binding to these domains. 
Taken together, these results support the suggestion that KLF2-TAD and KLF4-TAD have the 
capacity to compete for similar binding sites on CBP/p300. 
 
2.3.4.7. The ΦXXΦΦ motif of KLF4-TAD is necessary for binding CBP-
KIX 
 With the p53-TAD, it has been demonstrated that residues within the two ΦXXΦΦ 
motifs are crucial for the formation of the binding interface with the four target domains of 
CBP. To evaluate the relative contribution of the two ΦXXΦΦ motifs of KLF4-TAD for 
binding to CBP-KIX, we prepared a series of mutants [(F99S), (L105S), (F107S), (I108S), and 
(L109S)] of KLF4-TAD that disrupted these motifs and evaluated their binding affinity using 
ITC studies. Under the same ITC conditions used with the wild-type KLF4-TAD (Fig. 2), the 
F99S and L105S mutants of KLF4-TAD bind to CBP-KIX with KD values of 4.4 ± 1.6 and 5.7 
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± 0.4 µM, respectively, which are very similar to what is observed with the wild-type protein 
(KD = 3.7 ± 0.3 µM). In contrast, the L109S mutant shows an approximately 6-fold decrease in 
binding affinity to CBP-KIX with a KD of 22.3 ± 2.6 µM. In addition, we fail to observe any 
significant heat change with either the F107S or the I108S mutant of KLF-TAD4 suggesting 
that their affinity for CBP-KIX has decreased by at least 2-3 orders of magnitude (Fig. 2). 
These results show that F107, I108, and L109 of the second ΦXXΦΦ motif contribute 
significantly to the formation of the binding interface between KLF4-TAD and CBP-KIX and 
are consistent with chemical shift perturbations obtained in NMR experiments with 15N-
KLF4-TAD (Supplementary Fig. 6A).  
 
2.3.4.8. The ΦXXΦΦ motifs of KLF2-TAD are necessary for binding to 
CBP-KIX 
 With the KLF4-TAD, we have observed that only the second ΦXXΦΦ motif contribute 
significantly to the formation of the binding interface with CBP-KIX. Therefore, to assess the 
relative contribution of the two ΦXXΦΦ motifs of KLF2-TAD for binding to CBP-KIX, we 
prepared the L41D, V44D, L45S, F47S, I48S and L49S mutants of KLF2-TAD and evaluated 
their binding affinity using ITC studies. Under the same ITC conditions with the wild-type 
KLF2-TAD (Fig. 3), the L41D, V44D, F47S, and I48S mutants bind to CBP-KIX with KD 
values of 1.8 ± 0.7, 3.0 ± 1.3, 0.6 ± 0.2, and 3.0 ± 0.7 µM, respectively, which represents only 
a 2- to 3-fold difference relatively to the wild-type KLF2-TAD (KD = 0.9 ± 0.2 µM). In 
contrast, the L45S and L49S mutants show an approximately 6- to 8-fold decrease in binding 
affinity to CBP-KIX with KD values of 6.8 ± 1.7 and 5.8 ± 0.7, respectively. These results 
suggest that the two overlapping ΦXXΦΦ motifs of KLF2-TAD (Fig. 1) are both required for 
the formation of the binding interface between KLF2-TAD and CBP-KIX and are consistent 
with chemical shift perturbations obtained in NMR experiments with 15N-KLF2-TAD 
(Supplementary Fig. 6B).   
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2.3.4.9. The ΦXXΦΦ motifs of KLF2-TAD and KLF4-TAD are necessary 
for activation in yeast. 
 To assess the relative contribution of the two ΦXXΦΦ motifs of KLF4-TAD for 
binding to CBP-KIX, we performed in vivo transactivation assays experiments in a yeast 
model system. For this assay, the wild-type KLF4-TAD and four of its mutants [(F99S), 
(L103S), (F105S), and (I107S)] were fused to the DNA-binding domain (DBD) of LexA and 
their activity for a lacΖ reporter gene was measured relatively to a positive control (LexA-
DBD-GAL4TAD; TAD of GAL4 fused to the LexA DBD). In this yeast assay, the wild-type 
LexA-KLF4-TAD fusion protein activates transcription at level of 100 ± 15 % (Fig. 6). In 
comparison to the wild-type KLF4-TAD, the mutant LexA-KLF4-TAD (L103S) displays 
reduced activity and activates transcription at level of 13 ± 4 %, whereas the mutants LexA-
KLF4-TAD (F99S), (F105S), and (I107S) did not activate transcription to an appreciable level 
(Fig .7).   
Likewise, to assess the relative contribution of the two ΦXXΦΦ motifs of KLF2-TAD 
for binding to CBP-KIX, we performed transactivation assay in the same yeast model system. 
Like with KLF4-TAD, we prepared a wild-type KLF2-TAD and six of its mutants [(L41D), 
(V44D), (L45S), (F47S), (I48D) and (L49S)] by fusing each peptide to the DNA-binding 
domain (DBD) of LexA and their activity for a lacΖ reporter gene was measured relatively to a 
positive control (LexA-DBD-GAL4TAD; TAD of GAL4 fused to the LexA DBD). In this 
yeast assay, the wild-type LexA-KLF2-TAD fusion protein activates transcription at level of 
100 ± 0 % (Fig. 6). Surprisingly, the L41D, V44D, F47S and L49S mutants display increased 
activity and activate transcription at levels of 114 ± 8, 118 ± 15, 125 ± 10, and 127 ± 11 %, 
respectively, when compared to the wild-type LexA-KLF2-TAD (Fig. 8). In contrast, the 
L45S and I48S mutants display reduced activity and activate transcription at levels of 64 ± 3 
and 63 ± 1 %, respectively in comparison to the wild-type KLF2-TAD. (Fig. 8).   
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2.3.5. DISCUSSION 
 KLF2 and KLF4 have been shown to regulate the expression of genes required for B- 
and T-lymphocytes lineage selection (2, 4) in a competitive manner, through the ability of 
their TADs to bind and sequester CBP/p300 (28, 29, 45), which is present in limited quantities 
in the nucleus. Based on sequence analysis, we have shown that the sequence composition of 
KLF2-TAD and KLF4-TAD are similar to p53-TAD, which has been shown to bind to several 
domains of CBP/p300 (31, 32, 46). KLF2-TAD and KLF4-TAD both contain two 
adjacent/overlapping ΦXXΦΦ motifs that resemble the ΦXXΦΦ motifs found in the two 
subdomains of p53-TAD. To examine how KLF2-TAD and KLF4-TAD bind to CBP/p300 at 
the atomic level, we conducted ITC and NMR studies with three domains of CBP/p300 (CBP-
TAZ1, CBP-KIX and CBP-TAZ2) known to bind to the two subdomains of p53-TAD. In the 
ITC experiments, KLF2-TAD and KLF4-TAD bind to CBP-TAZ1, CBP-KIX and CBP-TAZ2 
with micromolar affinity, but KLF2-TAD binds to all three domains of CBP with slightly 
higher affinity than KLF4-TAD. The NMR studies demonstrate that the binding surfaces for 
KLF2-TAD and KLF4-TAD on CBP-KIX and CBP-TAZ2 are similar and that the region 
including their two ΦXXΦΦ motifs is important for the formation of the interface with the two 
domains of CBP/p300. In addition, we show using a yeast model system that the hydrophobic 
residues within the ΦXXΦΦ motifs of both KLF2-TAD and KLF4-TAD play key role in their 
transcriptional activation capacity and that the ΦXXΦΦ motifs in KLF2 and KLF4 seem to 
function as a single motif as opposed to the two distinct motifs found in p53-TAD.  
 The TADs of many mammalian (p53, FOXO3, E2A, KLF1, p65 and KLF15) and viral 
(VP16) transcription factors (32, 47-49) (50, 51) contain two distinct subdomains and each 
subdomain contains a ΦXXΦΦ motif. Typically, these two subdomains are separated by a 
minimum of twenty-five amino acids and for p53, p65, KLF1 and FOXO3, studies have 
shown that the two subdomains within their TAD have the capacity to bind to several different 
domains of CBP/p300 (49, 52-55). Based on these binding studies, it has been proposed that 
the two subdomains have the capacity to form simultaneously interactions with different 
domains of CBP/p300 as part of their function, and this has been demonstrated in vitro for p53 
and FOXO3. In contrast, the two ΦXXΦΦ motifs of KLF4-TAD are separated by a single 
amino acid, whereas the two ΦXXΦΦ motifs of KLF2-TAD are overlapping each other. 
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Importantly, unlike other TADs that contain two distinct subdomains with distinct ΦXXΦΦ 
motifs, the ΦXXΦΦ motifs of KLF2-TAD and KLF4-TAD seem to function as a single unit 
and this distinguishes them from the other KLF factors containing acidic TADs (KLF1 and 
KLF15). Given the close proximity of their ΦXXΦΦ motifs, KLF2-TAD and KLF4-TAD 
most likely have the capacity to interact with only a single domain of CBP/p300 as opposed to 
two subdomains simultaneously and this suggests they bind using a slightly different 
architecture.  
 There have been several structural studies characterizing the interaction of acidic 
TADs with both the CBP-KIX and CBP-TAZ2. In the case of CBP-TAZ2, these acidic TADs 
have all been shown to bind to a contiguous region within a cleft formed by helices α1, α2, 
and α3 on the surface of TAZ2 as demonstrated for both p53-TAD1 and p53-TAD2 (31, 56). 
In the case of CBP-KIX, acidic TADs have been shown to bind to two different sites, either 
the c-Myb binding site located between the α1 and α3 helices of CBP-KIX (42, 43) or the 
MLL-binding site located in a deep hydrophobic cleft formed between the α2 and α3 helices 
of CBP-KIX (41, 42). We conducted NMR spectroscopy studies to map the regions of CBP-
KIX and CBP-TAZ2 that interact with KLF2-TAD and KLF4-TAD. Our data show that 
KLF2-TAD and KLF4-TAD bind to the same contiguous region within a cleft of CBP-TAZ2 
formed by the α1, α2, and α3 helices and this is similar to what is observed for other acidic 
TADs binding to CBP-TAZ2, including both subdomains of p53 (p53-TAD1 and p53-TAD2). 
In the case of binding to CBP-KIX, KLF4-TAD and KLF2-TAD interact only with the c-Myb-
binding site and this is supported by our ITC studies with specific mutants that impair either 
the MLL-binding site of the c-myb-binding site. Based on these NMR studies, it is clear that 
KLF2-TAD and KLF4-TAD recognize for very similar binding sites on these two domains of 
CBP/p300 and our ITC results suggests that KLF2 would bind both domains with slightly 
higher affinity.  
However, both KLF2 and KLF4 contain a number of potential phosphorylation sites 
adjacent to the ΦXXΦΦ motifs (T37 and S50 in KLF2 and T96 and S110 in KLF4). In the 
case of p53-TAD1 and p53-TAD2, phosphorylation sites near the ΦXXΦΦ motif region have 
been shown to dramatically alter their binding to different domains of CBP/p300 (33, 57). The 
domains of CBP targeted by acidic TADs have an abundance of positively charged residues on 
their surfaces and it is thought that these residues play an important role in recruiting the 
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negatively charged acidic TADs. Thus, phosphorylation increases the overall net negative 
charge near the ΦXXΦΦ motif and enhances their affinity for the positively charged domains 
of CBP. Although there is currently little known about the phosphorylation status of KLF2-
TAD and KLF4-TAD, it is clear that signally pathways regulating the phosphorylation status 
of their TADs could alter their relative affinity for CBP/p300 and control their relative abilities 
to compete for the limiting quantities of available CBP.  
 In conclusion, we have shown that the ΦXXΦΦ motifs of KLF2-TAD and KLF4-TAD 
are crucial for the formation of the binding interface with three target domains of CBP as well 
as their ability to activate transcription in a yeast model system. Despite their sequence 
similarities, we observe that only the second ΦXXΦΦ motif contributes to the formation of the 
binding interface with KLFTAD4, whereas with KLF2-TAD we observe that the two ΦXXΦΦ 
motifs seem to function together as a single larger ΦXXΦΦXXΦΦ motif. Taken together, our 
data suggest that KLF2-TAD would be preferred partner. However, there is the distinct 
possibility that phosphorylation might affect the ability of these two TADs to bind to CBP. 
There are several potential phosphorylation sites within and adjacent to the ΦXXΦΦ motifs of 
both KLF2 and KLF4 and it is well-documented that similar phosphorylation sites present in 
the TAD of p53 and KLF1 dramatically alter their ability to bind to these same domains of 
CBP. Thus, it is very likely that KLF2 and KLF4 are also phosphorylated through cellular 
signaling pathways, which could dramatically affect their relative binding affinities to CBP 
and this could contribute to regulating B and T lymphocytes lineage selection. Future studies 
are needed to further characterize the three-dimensional structures between KLF2-TAD and 
KLF4-TAD and CBP-TAZ2 and CBP-KIX to determine how these composite ΦXXΦΦ motifs 
bind at the atomic level. 
 
2.3.6. FUNDING 
 This work was supported by grants from the Canadian Institutes for Health Research 
[MOP-74739 to J.G.O.].  
 
 62 
 
2.3.7. ACKNOWLEDGEMENTS 
 We thank Dr. Alanna Schepartz, Dr. Peter Wright and Dr. Lisa Miller-Jenkins for 
providing the constructs for expression of the KIX, TAZ2 and TAZ1 domains of CBP, 
respectively. 
 
2.3.8. REFERENCES 
1. Bieker JJ. Kruppel-like factors: three fingers in many pies. The Journal of biological 
chemistry. 2001;276(37):34355-8. 
2. Tetreault M-P, Yang Y, Katz JP. Kruppel-like factors in cancer. Nat Rev Cancer. 
2013;13(10):701-13. 
3. McConnell BB, Yang VW. Mammalian Krüppel-Like Factors in Health and Diseases. 
Physiological reviews. 2010;90(4):1337-81. 
4. Cao Z, Sun X, Icli B, Wara AK, Feinberg MW. Role of Krüppel-like factors in 
leukocyte development, function, and disease. Blood. 2010;116(22):4404-14. 
5. Kaczynski J, Cook T, Urrutia R. Sp1- and Kruppel-like transcription factors. Genome 
biology. 2003;4(2):206. 
6. Zhang W, Bieker JJ. Acetylation and modulation of erythroid Krüppel-like factor 
(EKLF) activity by interaction with histone acetyltransferases. Proceedings of the National 
Academy of Sciences of the United States of America. 1998;95(17):9855-60. 
7. Zhang W, Kadam S, Emerson BM, Bieker JJ. Site-specific acetylation by p300 or 
CREB binding protein regulates erythroid Kruppel-like factor transcriptional activity via its 
interaction with the SWI-SNF complex. Molecular and cellular biology. 2001;21(7):2413-22. 
8. Ahmad N, Lingrel JB. Kruppel-like factor 2 transcriptional regulation involves 
heterogeneous nuclear ribonucleoproteins and acetyltransferases. Biochemistry. 
2005;44(16):6276-85. 
9. Bao X, Tang J, Lopez-Pajares V, Tao S, Qu K, Crabtree GR, et al. ACTL6a enforces 
the epidermal progenitor state by suppressing SWI/SNF-dependent induction of KLF4. Cell 
stem cell. 2013;12(2):193-203. 
10. Klaewsongkram J, Yang Y, Golech S, Katz J, Kaestner KH, Weng NP. Kruppel-like 
factor 4 regulates B cell number and activation-induced B cell proliferation. Journal of 
 63 
 
immunology (Baltimore, Md : 1950). 2007;179(7):4679-84. 
11. Schuh W, Meister S, Herrmann K, Bradl H, Jack HM. Transcriptome analysis in 
primary B lymphoid precursors following induction of the pre-B cell receptor. Molecular 
immunology. 2008;45(2):362-75. 
12. Bhattacharya D, Cheah MT, Franco CB, Hosen N, Pin CL, Sha WC, et al. 
Transcriptional profiling of antigen-dependent murine B cell differentiation and memory 
formation. Journal of immunology (Baltimore, Md : 1950). 2007;179(10):6808-19. 
13. Yusuf I, Kharas MG, Chen J, Peralta RQ, Maruniak A, Sareen P, et al. KLF4 is a 
FOXO target gene that suppresses B cell proliferation. International immunology. 
2008;20(5):671-81. 
14. Mamonkin M, Shen Y, Lee PH, Puppi M, Park CS, Lacorazza HD. Differential roles of 
KLF4 in the development and differentiation of CD8+ T cells. Immunology letters. 
2013;156(1-2):94-101. 
15. Tenen DG, Hromas R, Licht JD, Zhang DE. Transcription factors, normal myeloid 
development, and leukemia. Blood. 1997;90(2):489-519. 
16. Cantor AB, Orkin SH. Transcriptional regulation of erythropoiesis: an affair involving 
multiple partners. Oncogene. 2002;21(21):3368-76. 
17. Muntean AG, Ge Y, Taub JW, Crispino JD. Transcription factor GATA-1 and Down 
syndrome leukemogenesis. Leukemia & lymphoma. 2006;47(6):986-97. 
18. Swamynathan SK. Krüppel-like factors: Three fingers in control. Human Genomics. 
2010;4(4):263. 
19. Dang DT, Pevsner J, Yang VW. The biology of the mammalian Kruppel-like family of 
transcription factors. The international journal of biochemistry & cell biology. 2000;32(11-
12):1103-21. 
20. Zhang W, Bieker JJ. Acetylation and modulation of erythroid Krüppel-like factor 
(EKLF) activity by interaction with histone acetyltransferases. Proceedings of the National 
Academy of Sciences. 1998;95(17):9855-60. 
21. Evans PM, Zhang W, Chen X, Yang J, Bhakat KK, Liu C. Kruppel-like factor 4 is 
acetylated by p300 and regulates gene transcription via modulation of histone acetylation. The 
Journal of biological chemistry. 2007;282(47):33994-4002. 
22. Chen X, Bieker JJ. Unanticipated repression function linked to erythroid Kruppel-like 
 64 
 
factor. Molecular and cellular biology. 2001;21(9):3118-25. 
23. SenBanerjee S, Lin Z, Atkins GB, Greif DM, Rao RM, Kumar A, et al. KLF2 Is a 
Novel Transcriptional Regulator of Endothelial Proinflammatory Activation. The Journal of 
Experimental Medicine. 2004;199(10):1305-15. 
24. Fields S, Jang SK. Presence of a potent transcription activating sequence in the p53 
protein. Science (New York, NY). 1990;249(4972):1046-9. 
25. Di Lello P, Nguyen BD, Jones TN, Potempa K, Kobor MS, Legault P, et al. NMR 
structure of the amino-terminal domain from the Tfb1 subunit of TFIIH and characterization 
of its phosphoinositide and VP16 binding sites. Biochemistry. 2005;44(21):7678-86. 
26. Galloway JL, Zon LI. Ontogeny of hematopoiesis: examining the emergence of 
hematopoietic cells in the vertebrate embryo. Current topics in developmental biology. 
2003;53:139-58. 
27. Di Lello P, Miller Jenkins LM, Mas C, Langlois C, Malitskaya E, Fradet-Turcotte A, et 
al. p53 and TFIIEalpha share a common binding site on the Tfb1/p62 subunit of TFIIH. 
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America. 
2008;105(1):106-11. 
28. Cao Z, Sun X, Icli B, Wara AK, Feinberg MW. Role of Kruppel-like factors in 
leukocyte development, function, and disease. Blood. 2010;116(22):4404-14. 
29. Das H, Kumar A, Lin Z, Patino WD, Hwang PM, Feinberg MW, et al. Kruppel-like 
factor 2 (KLF2) regulates proinflammatory activation of monocytes. Proceedings of the 
National Academy of Sciences of the United States of America. 2006;103(17):6653-8. 
30. Jain MK, Sangwung P, Hamik A. Regulation of an inflammatory disease: Kruppel-like 
factors and atherosclerosis. Arteriosclerosis, thrombosis, and vascular biology. 
2014;34(3):499-508. 
31. Jenkins LM, Yamaguchi H, Hayashi R, Cherry S, Tropea JE, Miller M, et al. Two 
distinct motifs within the p53 transactivation domain bind to the Taz2 domain of p300 and are 
differentially affected by phosphorylation. Biochemistry. 2009;48(6):1244-55. 
32. Lee CW, Arai M, Martinez-Yamout MA, Dyson HJ, Wright PE. Mapping the 
Interactions of the p53 Transactivation Domain with the KIX domain of CBP. Biochemistry. 
2009;48(10):2115-24. 
33. Feng H, Jenkins LM, Durell SR, Hayashi R, Mazur SJ, Cherry S, et al. Structural basis 
 65 
 
for p300 Taz2-p53 TAD1 binding and modulation by phosphorylation. Structure (London, 
England : 1993). 2009;17(2):202-10. 
34. Pang CJ, Lemsaddek W, Alhashem YN, Bondzi C, Redmond LC, Ah-Son N, et al. 
Kruppel-like factor 1 (KLF1), KLF2, and Myc control a regulatory network essential for 
embryonic erythropoiesis. Molecular and cellular biology. 2012;32(13):2628-44. 
35. Vinjamur DS, Wade KJ, Mohamad SF, Haar JL, Sawyer ST, Lloyd JA. Krüppel-like 
transcription factors KLF1 and KLF2 have unique and coordinate roles in regulating 
embryonic erythroid precursor maturation. Haematologica. 2014;99(10):1565-73. 
36. Teufel DP, Freund SM, Bycroft M, Fersht AR. Four domains of p300 each bind tightly 
to a sequence spanning both transactivation subdomains of p53. Proceedings of the National 
Academy of Sciences of the United States of America. 2007;104(17):7009-14. 
37. Mahabeleshwar GH, Kawanami D, Sharma N, Takami Y, Zhou G, Shi H, et al. The 
myeloid transcription factor KLF2 regulates the host response to polymicrobial infection and 
endotoxic shock. Immunity. 2011;34(5):715-28. 
38. Mas C, Lussier-Price M, Soni S, Morse T, Arseneault G, Di Lello P, et al. Structural 
and functional characterization of an atypical activation domain in erythroid Krüppel-like 
factor (EKLF). Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of 
America. 2011;108(26):10484-9. 
39. Goto NK, Zor T, Martinez-Yamout M, Dyson HJ, Wright PE. Cooperativity in 
transcription factor binding to the coactivator CREB-binding protein (CBP). The mixed 
lineage leukemia protein (MLL) activation domain binds to an allosteric site on the KIX 
domain. J Biol Chem. 2002;277(45):43168-74. 
40. Campbell KM, Lumb KJ. Structurally distinct modes of recognition of the KIX domain 
of CBP by Jun and CREB. Biochemistry. 2002;41(47):13956-64. 
41. De Guzman RN, Goto NK, Dyson HJ, Wright PE. Structural basis for cooperative 
transcription factor binding to the CBP coactivator. Journal of molecular biology. 
2006;355(5):1005-13. 
42. Zor T, De Guzman RN, Dyson HJ, Wright PE. Solution structure of the KIX domain of 
CBP bound to the transactivation domain of c-Myb. Journal of molecular biology. 
2004;337(3):521-34. 
43. Radhakrishnan I, Perez-Alvarado GC, Parker D, Dyson HJ, Montminy MR, Wright 
 66 
 
PE. Solution structure of the KIX domain of CBP bound to the transactivation domain of 
CREB: a model for activator:coactivator interactions. Cell. 1997;91(6):741-52. 
44. Krois AS, Ferreon JC, Martinez-Yamout MA, Dyson HJ, Wright PE. Recognition of 
the disordered p53 transactivation domain by the transcriptional adapter zinc finger domains 
of CREB-binding protein. Proceedings of the National Academy of Sciences. 
2016;113(13):E1853-E62. 
45. Tuomisto TT, Lumivuori H, Kansanen E, Hakkinen SK, Turunen MP, van Thienen JV, 
et al. Simvastatin has an anti-inflammatory effect on macrophages via upregulation of an 
atheroprotective transcription factor, Kruppel-like factor 2. Cardiovascular research. 
2008;78(1):175-84. 
46. Giebler HA, Lemasson I, Nyborg JK. p53 recruitment of CREB binding protein 
mediated through phosphorylated CREB: a novel pathway of tumor suppressor regulation. 
Molecular and cellular biology. 2000;20(13):4849-58. 
47. Bradney C, Hjelmeland M, Komatsu Y, Yoshida M, Yao TP, Zhuang Y. Regulation of 
E2A activities by histone acetyltransferases in B lymphocyte development. The Journal of 
biological chemistry. 2003;278(4):2370-6. 
48. Massari ME, Jennings PA, Murre C. The AD1 transactivation domain of E2A contains 
a highly conserved helix which is required for its activity in both Saccharomyces cerevisiae 
and mammalian cells. Molecular and cellular biology. 1996;16(1):121-9. 
49. Wang F, Marshall CB, Yamamoto K, Li GY, Gasmi-Seabrook GM, Okada H, et al. 
Structures of KIX domain of CBP in complex with two FOXO3a transactivation domains 
reveal promiscuity and plasticity in coactivator recruitment. Proceedings of the National 
Academy of Sciences of the United States of America. 2012;109(16):6078-83. 
50. Xiao H, Pearson A, Coulombe B, Truant R, Zhang S, Regier JL, et al. Binding of basal 
transcription factor TFIIH to the acidic activation domains of VP16 and p53. Molecular and 
cellular biology. 1994;14(10):7013-24. 
51. Sullivan SM, Horn PJ, Olson VA, Koop AH, Niu W, Ebright RH, et al. Mutational 
analysis of a transcriptional activation region of the VP16 protein of herpes simplex virus. 
Nucleic Acids Res. 1998;26(19):4487-96. 
52. Teufel DP, Freund SM, Bycroft M, Fersht AR. Four domains of p300 each bind tightly 
to a sequence spanning both transactivation subdomains of p53. Proceedings of the National 
 67 
 
Academy of Sciences. 2007;104(17):7009-14. 
53. Gerritsen ME, Williams AJ, Neish AS, Moore S, Shi Y, Collins T. CREB-binding 
protein/p300 are transcriptional coactivators of p65. Proceedings of the National Academy of 
Sciences of the United States of America. 1997;94(7):2927-32. 
54. Liu G-H, Qu J, Shen X. NF-κB/p65 antagonizes Nrf2-ARE pathway by depriving CBP 
from Nrf2 and facilitating recruitment of HDAC3 to MafK. Biochimica et Biophysica Acta 
(BBA) - Molecular Cell Research. 2008;1783(5):713-27. 
55. Mas C, Lussier-Price M, Soni S, Morse T, Arseneault G, Di Lello P, et al. Structural 
and functional characterization of an atypical activation domain in erythroid Krüppel-like 
factor (EKLF). Proceedings of the National Academy of Sciences. 2011;108(26):10484-9. 
56. Miller Jenkins LM, Feng H, Durell SR, Tagad HD, Mazur SJ, Tropea JE, et al. 
Characterization of the p300 Taz2-p53 TAD2 complex and comparison with the p300 Taz2-
p53 TAD1 complex. Biochemistry. 2015;54(11):2001-10. 
57. Ashcroft M, Kubbutat MHG, Vousden KH. Regulation of p53 Function and Stability 
by Phosphorylation. Molecular and cellular biology. 1999;19(3):1751-8. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 68 
 
2.3.9. TABLES: 
 
Table 1. ITC studies with KLF4-TAD, KLF2-TAD binding to the domain KIX (c-Myb), 
KIX (MLL), TAZ1 and TAZ2 of CBP.  
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2.3.10. Figures Article: 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 1. Sequence of the TAD region of KLF2 and KLF4. 
Upper Sequence: Two overlapping ΦΧΧΦΦ motifs within KLF2 N-terminus regulatory 
domain. The ΦΧΧΦΦ motif arrangement suggests a shared hydrophobic amino acid Φ 
(orange) between the two motifs. Lower Sequence: Presence of two distinct ΦΧΧΦΦ motifs 
within KLF4 N-terminus regulatory domain.  
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Representative ITC thermogram and KD’s obtained by successive additions of KLF4TAD and 
mutants to KIX domain of CBP. Experiments are performed at 25°C and the results fit to a 
single-binding site model with 1:1 stoichiometry. 
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Fig. 2. ITC studies with KLF4-TAD binding to the domain KIX of CBP. 
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Representative ITC thermagram and KD’s obtained by successive additions of KLF2-TAD and 
mutants to KIX domain of CBP. Experiments are performed at 25°C and the results fit to a 
single-binding site model with 1:1 stoichiometry. 
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Fig. 3. ITC studies with KLF2-TAD binding to the domain KIX of CBP. 
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A   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
B  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ribbon model of the structure of the KIX domain of CBP (white). The residues showing 
significant chemical-shift changes in the 1H-15N HSQC spectra of 15N-labeled KIX upon 
addition of KLF4-TAD (A) and KLF2-TAD (B) are highlighted (pink).  
Fig. 4. Binding sites for KLF4-TAD and KLF2-TAD on KIX domain of CBP. 
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Ribbon model of the structure of the TAZ2 domain of CBP (purple). The residues showing 
significant chemical-shift changes in the 1H-15N HSQC spectra of 15N-labeled TAZ2 upon 
addition of KLF4-TAD (A) and KLF2-TAD (B) are highlighted (gold and blue, respectively).  
Fig. 5. Binding sites for KLF4-TAD and KLF2-TAD on TAZ2 domain of CBP. 
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Fig. 6. Yeast Activation Assay with KLF2-TAD and KLF4-TAD 
LexA-KLF4-TAD and LexA-KLF2-TAD were co-transformed in yeast with the reporter 
LexA operator-Lac-Z fusion plasmid pSH18-34. Results are presented as the percentage of the 
β-galactosidase units of the tested fusion proteins relative to that of the LexA-GALTAD 
positive control (100%). Error bars represent standard error about the mean of a minimum of 
three independent experiments.   
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LexA-KLF4-TAD and mutants were co-transformed in yeast with the reporter LexA operator-
Lac-Z fusion plasmid pSH18-34. Results are presented as the percentage of the β-
galactosidase units of the tested fusion proteins relative to that of the LexA-KLF4-TAD 
positive control (100%). Error bars represent standard error about the mean of a minimum of 
three independent experiments. 
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Fig. 7. Transactivation activity of KLF4-TAD and mutants. 
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LexA-KLF2-TAD and mutants were co-transformed in yeast with the reporter LexA operator-
Lac-Z fusion plasmid pSH18-34. Results are presented as the percentage of the β-
galactosidase units of the tested fusion proteins relative to that of the LexA-KLF2-TAD 
positive control (100%). Error bars represent standard error about the mean of a minimum of 
three independent experiments. 
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Fig. 8. Transactivation activity of KLF2-TAD and mutants 
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2.3.11. SUPPLEMENTARY FIGURES: 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
The ΦΧΧΦΦ motif (where Φ represents a hydrophobic amino acid and X any amino acid) 
present in the acidic TADs of KLF2 and KLF4 align with those of other transcription factors 
known to interact with several domains of CBP.  
  
                                         Φ Χ Χ Φ Φ
p53-TAD1    V E P P L S Q E T F S D L W K L L P E     28
p53-TAD2    D D L M L S P D D I E Q W F T E D P G     59
KLF1-TAD1   G P F P D T Q D D F L K W W R S E E A Q   37
KLF1-TAD2   E R G A D A T W D L D L L L T N F S G P   85
KLF2-TAD    G T D D D L N S V L D F I L S M G L D G   55
KLF4-TAD    T E E F N D L L D L D F I L S N S L T H  115
S. Fig. 1. Sequence alignment of various transcription factors ΦΧΧΦΦ motif regions. 
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S. Fig. 2. NMR titration of KLF4-TAD with CBP-KIX . 
A) Overlay of the 2D 1H-15N HSQC spectra of 15N-labeled CBP-KIX in the free form (black) 
and in the presence (red) of 2 equivalent of unlabeled KLF4-TAD (red). B) Histogram 
displaying the chemical shift perturbations (Δδ) in KIX domain of CBP following addition of 
2 molar equivalent of KLF4-TAD. Δδ is given in ppm, where Δδ = [(0.17ΔNH)2 + (ΔHN)2]1/2. 
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B  
 
 
 
 
 
 
 
 
A) Overlay of the 2D 1H-15N HSQC spectra of 15N-TAZ2 domain of CBP in the free form 
(black) and in the presence of 1 equivalent of KLF4-TAD (red). B) Histogram displaying the 
chemical shift perturbations (Δδ) in TAZ2 domain of CBP following the addition of 1 molar 
equivalent of KLF4-TAD. Δδ is given in ppm, where Δδ= [(0.17ΔNH)2 + (ΔHN)2]1/2. 
S. Fig. 3. KLF4-TAD binds to the TAZ2 domain of CBP. 
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S. Fig. 4. NMR titration of KLF2-TAD with CBP-KIX. 
A) Overlay of the 2D 1H-15N HSQC spectra of 15N-labeled CBP-KIX in the free form (black) 
and in the presence (red) of 2 equivalent of unlabeled KLF2-TAD (red).  Histogram displaying 
the chemical shift perturbations (Δδ) in KIX domain of CBP following addition of 2 molar 
equivalents of KLF2-TAD. Δδ is given in ppm, where Δδ = [(0.17ΔNH)2 + (ΔHN)2]1/2. 
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Overlay of the 2D 1H-15N HSQC spectra of 15N-TAZ2 domain of CBP in the free form (black) 
and in the presence of 1 equivalent of KLF2-TAD (red).  
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S. Fig. 5. KLF2-TAD binds to the TAZ2 domain of CBP. 
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A) Overlay of the 2D 1H-15N HSQC spectra of 15N-labeled KLF4-TAD in the absence (black) 
and in the presence (red) of 2 equivalents of unlabeled CBP-KIX (red). B)  Overlay of the 2D 
1H-15N HSQC spectra of 15N-labeled KLF2-TAD in the absence (black) and in the presence 
(red) of 2 equivalent of unlabeled CBP-KIX (red). 
n15KLF4-KIX.ps Fri Jun 17 11:57:06 2016
6.66.87.07.27.47.67.88.08.28.48.68.8
115
120
125
1H Δδ(ppm)
15
N 
Δδ
 (p
pm
)
n15KLF2-KIX.ps Fri Jun 17 12:04:20 2016
6.66.87.07.27.47.67.88.08.28.48.68.8
110
115
120
125
1H Δδ(ppm)
15
N 
Δδ
 (p
pm
)
S. Fig. 6. NMR titration of CBP-KIX to 15N-labeled KLF4-TAD and 
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3. Discussion 
3.1. Retour sur les résultats de l’article 
 Les facteurs de transcription KLF2 et KLF4 régulent la transcription des gènes requis 
pour la sélection de lignées cellulaires des lymphocytes B et T. Ceci ce fait dans un contexte 
compétitif via leur TADs qui sont capables de lier et de séquestrer l’histone acetyltransférase 
(HAT) CBP/p300 (156-158) présent en quantité limitée dans le noyau. Dans l’article associé à 
ce mémoire, nous avons caractérisé les interactions formées par les TADs situés en N-terminal 
de KLF2 et de KLF4 avec les domaines TAZ1, KIX et TAZ2 de CBP/p300. Ainsi, nous avons 
pu déterminer que les TADs de KLF2 et KLF4 contiennent des motifs du type ΦXXΦΦ où Φ 
représente un acide aminé hydrophobe. Ce motif est constitué de trois résidus hydrophobes qui 
se révèlent être des éléments essentiels de l’interaction directe avec les domaines TAZ1, KIX 
et TAZ2 de CBP/p300. D’autre part, notre étude illustre les différentes stratégies employées 
par les TADs de KLF2 et de KLF4 pour interagir avec le co-activateur CBP/p300 et ainsi 
former des surfaces d’interaction essentielles à la transcription de gènes. De plus, notre étude 
apporte des détails importants quand au mode de compétition qui existe entre les facteurs 
KLF2 et KLF4 et qui participe au processus de sélection des lignées cellulaires des 
lymphocytes B et T. De plus, nos résultats nous permettent de mettre en relief les différences 
et les similarités entre les TADs de KLF2 et KLF4 et d’autres TADs tels que ceux de p53 et de 
VP16 qui interagissent également avec le co-activateur CBP/p300. 
 
3.2. Caractérisation structurale des complexes KLF2TAD et 
KLF4TAD avec les domaines KIX et TAZ2 de CBP. 
 Par le biais des études de perturbations de déplacements chimiques, nous avons 
démontré que les TADs de KLF2 et de KLF4 sont capables de lier les domaines TAZ1, KIX et 
TAZ2 de CBP/p300 et que les motifs ΦXXΦΦ contenus dans ces TADs sont nécessaires pour 
la formation des complexes formés des protéines KLF2 ou KLF4 et du co-activateur 
CBP/p300. La cartographie RMN générée à partir des déplacements chimiques d’un 
échantillon marqué 15N-CBPKIX révèle que les résidus du domaine KIX et susceptibles 
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d’interagir avec les TADs de KLF2 de KLF4 sont situés au sein de son site c-Myb. Le site c-
Myb se compose des hélices α1 et α3 qui forment un sillon hydrophobe peu profond (143, 
159). De manière similaire, l’utilisation d’un échantillon marqué du domaine TAZ2 de CBP 
(15N-CBPTAZ2) nous a permis de déterminer les résidus du domaine TAZ2 potentiellement 
impliqués dans l’interaction avec les TADs de KLF2 et KLF4. Ceux-ci se situent dans une 
région contiguë formant une crevasse et qui est délimitée par les hélices α1, α2, et α3 du 
domaine TAZ2 (138, 160). D’après les résultats de nos études de mutagenèse, il s’avère que 
les résidus hydrophobes contenus dans le motif ΦXXΦΦ sont cruciaux pour la formation de 
l’interface d’interaction formée entre le domaine TAD des facteurs KLF2 ou KLF4 et le co-
activateur CBP/p300. De plus, selon les résultats obtenus lors de nos essais d’activation chez 
la levure, il apparaît que l’intégrité de ces résidus hydrophobes est indispensable pour la trans-
activation dépendante des TADs de KLF2 et KLF4.  
 
3.3. Caractérisation fonctionnelle des complexes KLF2TAD 
et KLF4TAD avec les domaines KIX et TAZ2 de CBP. 
 La compétition entre les facteurs KLF2 et KLF4 pour lier le co-activateur CBP est 
essentielle pour la sélection des lignées des lymphocytes B et T. La formation d’interface 
d’interaction entre les TADs de KLF2 et KLF4 et l’acetyl-transferase CBP/p300 est essentielle 
à l’activation ou à la répression de la transcription de gènes spécifiques. La régulation 
transcriptionnelle des gènes dépendants des facteurs de transcription KLF2 et KLF4 qui 
semble à priori présenter des rôles antagonistes favorisent non seulement la sélection des 
lignées de lymphocytes B et T mais aussi leur maturation et leur activation. D’après nos études 
de mutagenèse, nos résultats d’ITC et nos alignements de séquences, il apparaît que les 
facteurs de transcription KLF2 et KLF4 ne possèdent qu’un seul domaine TAD; chacun d’eux 
étant composé de deux motifs ΦXXΦΦ. En outre, il semble que les propriétés 
transcriptionnelles des domaines TADs de KLF2 et de KLF4 soient très différentes et ce 
même si tous deux lient les domaines KIX et TAZ2 de CBP/p300 de manière similaire. Ainsi, 
dans le cas du TAD de KLF4, il apparait que seul un de ses motifs ΦXXΦΦ soit impliqué dans 
l’interaction avec les domaines de CBP/p300. A contrario, les deux motifs ΦXXΦΦ du TAD 
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de KLF2 semblent être engagés dans les interactions avec les domaines KIX et TAZ2 de 
CBP/p300. De plus, basé sur nos alignements de séquence (Figure 1), cette différence de 
fonctionnalité entre les TADs de KLF2 et de KLF4 pourrait s’expliquer par le fait que les deux 
motifs ΦXXΦΦ du TAD de KLF4 soient séparés par un acide aminé alors que dans le cas de 
KLF2 les deux motifs ΦXXΦΦ de son domaine TAD se chevauchent en partageant un résidu 
hydrophobe (Φ) du motif. Il est intéressant de noter que l’arrangement en chevauchement des 
deux motifs ΦXXΦΦ du TAD de KLF2 semble favoriser l’interaction avec les domaines 
TAZ2 et KIX de CBP. Ainsi, nous avons constaté que les affinités déterminées pour 
l’interactions entre le TAD de KLF2 et les domaines TAZ2 et KIX sont plus élevées que celles 
obtenues pour l’interaction avec le TAD de KLF4. 
 
3.4. Comparaison avec d’autres TADs interagissant avec 
CBP. 
 KLF2 et de KLF4 ne sont pas les seuls facteurs de transcription possédant un TAD 
acide capable d’interagir avec CBP/p300. VP16 et p53 sont des facteurs de transcription 
d’origine virale et cellulaire, respectivement, et possédant deux TAD acides (TAD1 et TAD2) 
capables d’interagir avec CBP/p300 (53, 161, 162). Ces TADs acides possèdent une certaine 
similitude avec ceux de KLF2 et KLF4 telle que la présence de deux motifs ΦXXΦΦ ou bien 
la nature acide et/ou hydrophobe des acides aminés qui les composent (figure 1). Néanmoins, 
des divergences existent aussi entre les domaines TADs de KLF2 et KLF4 et ceux de VP16 et 
p53. Ainsi, tel que mentionné précédemment, KLF2 et KLF4 possèdent chacun un domaine 
TAD composé de deux motifs ΦXXΦΦ, respectivement, à chevauchement ou séparé par un 
seul acide aminé et ceux-ci semblent activer la transcription en agissant comme une unité à 
part entière. Ceci n’est pas le cas avec les TADs de VP16 et p53. En effet, bien que les TADs 
de VP16 et p53 possèdent aussi deux motifs ΦXXΦΦ, ceux-ci sont séparés par au moins 
vingt-cinq acides aminés donnant ainsi naissance à deux sous domaines indépendants que sont 
le TAD1 et le TAD2. Ainsi et contrairement aux TADs de KLF2 et KLF4, les TAD1 et TAD2 
de VP16 et p53 activent la transcription de manière individuelle et indépendante. 
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3.5. Travaux Futurs 
 Notre étude structurale et fonctionnelle sur les interactions entre les TADs des 
protéines KLF2 et KLF4 avec différents domaines du co-activateur CBP/p300 a révélé que ces 
TADs qui ressemblent beaucoup à d’autres TADs connus pour lier les domaines de CBP/p300 
semblent pourtant utiliser un mode différent pour lier les domaines de CBP/p300. Ce mode 
particulier d’interaction pourrait expliquer leur importance dans la transctivation de gènes 
nécessaires à la sélection de lignées cellulaires des lymphocytes B et T. Cependant, notre 
étude n’a pas élucidé en détails la formation de complexes car nous n’avons pas encore résolu 
les structures tridimensionnelles des domaines TADs de KLF2 et KLF4 en complexe avec les 
domaines TAZ2 et KIX de CBP/p300. Des collectes de données supplémentaires concernant 
ces complexes sont donc requises afin de résoudre ces structures et comprendre plus en détails 
la formation de ces complexes. De plus l’analyse de ces structures nous permettra aussi de les 
comparer aux structures tridimensionnelles des complexes p53 et CBP/p300 connues a ce jour. 
 Un autre aspect non couvert par notre étude est la caractérisation structurelle et 
fonctionnelle des interactions des domaines TAD de KLF2 et KLF4 avec les autres domaines 
TAZ1 et IBiD de CBP/p300. Ainsi, pour une étude exhaustive il faudrait résoudre les 
structures tridimensionnelles des complexes entre les domaines TADs de KLF2, de KLF4 
avec les domaines TAZ1 et IBiD de CBP/p300. De plus, il est à noter que notre caractérisation 
des complexes entre les TADs de KLF2, KLF4 et les domaines de CBP/p300 s’est effectuée 
en présence de fragments natifs de chacune des protéines d’intérêt. Il est intéressant de noter 
que plusieurs sites de phosphorylation existent dans la protéine KLF2 (soit la thréonine 37 et 
la serine 50) et la protéine KLF4 (soit la thréonine 96 et la serine 110) et leur phosphorylation 
ppourrait dramatiquement changer les affinités de TADs pour les domaines de CBP/p300. Il 
serait donc intéressant de déterminer les affinités d’interaction des TADs de KLF2 et KLF4 
avec les différents domaines préalablement testés de CBP/p300. Afin d’évaluer les sites de 
phosphorylation individuellement, il faudrait muter les autres sites de phosphorylation 
présents sur la protéine et laisser le site que l’on désire étudier intact.  
 Ces trois aspects n’ont pu êtres traités dans ce mémoire, mais font partis des travaux 
futurs et des perspectives à explorer afin de mieux comprendre les mécanismes moléculaires 
régissant les interactions entre KLF2, KLF4 et CBP/p300 qui sont cruciales pour le 
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développement des lymphocytes B et de des lymphocytes T nécessaires au système 
immunitaire. 
 
3.6. Conclusion et perspectives 
 Cette caractérisation des interactions entre les TADs acides des facteurs de 
transcription KLF2 et KLF4 avec les domaines TAZ1, TAZ2 et KIX de CBP/p300 démontre 
que même si ces facteurs semblent partager le même type de motif d’interaction ΦXXΦΦ, ils 
présentent néanmoins des modes d’interaction relativement différents. De plus, nous avons pu 
montrer que bien que les modes d’interaction observés pour les TAD de KLF2 et de KLF4 
soient différents tous deux sont capables de lier la même protéine cible. Les résultats de notre 
étude confirment aussi le concept de grande variabilité et flexibilité des domaines TADs, 
régions intrinsèquement désordonnées associées aux facteurs KLFs. Ainsi, les domaines TADs 
des facteurs KLFs leur permettent virtuellement de se lier a plusieurs cibles car leur forme 
native désordonnée devient ordonnée si et seulement si ces derniers se lient à des partenaires 
d’interaction tel que CBP/p300.  
 Aussi, cette caractérisation interactionnelle nous rapproche de plus en plus d’une 
compréhension intégrale du lien entre la sélection de lignées cellulaires des lymphocytes B et 
T et les rôles antagonistes de KLF2 et KLF4, qui à ce jour est suggéré comme étant un 
processus majeur pour la différentiation et à la maturation des lymphocytes B et T. Les 
lymphocytes sont essentiels pour le système immunitaire et leur développement adéquat est 
crucial car ils jouent des rôles incontournables dans la défense immunitaire. Il est donc 
primordial de comprendre plus en détail les différentes relations entre KLF2, KLF4 et 
CBP/p300 dans le but de développer des traitements plus spécifiques par exemple contre les 
leucémies. 
 Ainsi, une des particularités que notre étude révèle est que les TADs des facteurs KLF2 
et KLF4 semblent fonctionner comme un seul motif au lieu de deux motifs indépendants tel 
que déterminé pour d’autres facteurs de transcription (VP16 et p53) possédant des TAD1 et 
TAD2 et qui se lient aussi aux domaines de CBP/p300. D’un point de vue moléculaire, un des 
puzzles les plus fascinant à résoudre serait de déterminer si l’organisation différente des deux 
motifs ΦXXΦΦ des domaines TADs de KLF2 et KLF4 joue un rôle clé dans l’interaction avec 
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CBP/p300 et permet de définir la sélection des lignées cellulaires des lymphocytes B et T. Les 
facteurs KLF2 et KLF4 sont aussi impliqués dans plusieurs voies de développement comme le 
développement cardiaque, le développement pulmonaire ainsi que la bio-minéralisation des os 
et cela présage une approche thérapeutique beaucoup plus spécifique pour le développement 
de traitements permettant de cibler les différents types tissulaires.   
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